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Motilci endokrinega sistema so snovi, ki vplivajo na njegovo homeostazo. V zadnjih 50-ih 
letih je bila zabeležena porast pojavnosti in razširjenosti zdravstvenih težav, povezanih z 
motnjami endokrinega sistema, ki so: različne vrste hormonsko-odvisnih rakov, sladkorna 
bolezen, debelost, metabolni sindrom, zaostanek v razvoju organizma in zmanjšana 
plodnost. Ker predstavljajo za človeka glavni vir motilcev endokrinega sistema različne 
snovi, prisotne v hrani, med katere prištevamo med drugim tudi naravne spojine, 
izoflavonoide, ter sintezne bisfenole, smo se v magistrski nalogi osredotočili predvsem na 
njih. 
Namen magistrske naloge je bil s pomočjo testa in vitro, ki temelji na poročevalskem genu, 
vgrajenem v človeško celično linijo epitelijskih celic raka materničnega vratu, določiti 
agonistično estrogeno delovanje izbranih izoflavonoidov in bisfenolov. Uporabljena 
človeška celična linija HeLa-9903 je imela stabilno vstavljena gen za človeški estrogeni 
receptor alfa in genski konstrukt za encim luciferazo, ki po vezavi agonista na omenjeni 
receptor omogočata nastanek luminiscentnega signala, katerega jakost omogoča merjenje 
aktivnosti preučevanih spojin. Preverjali smo tudi živost reporterskih celic s testom 
citotoksičnosti. Pri tistih preskušanih spojinah, ki so v testih delovale pozitivno in pri katerih 
smo sumili na prekomerno oz. super-indukcijo gena za luciferazo, smo dodatno izvedli še 
kompetitivni test, s katerim smo preverili, ali je bil luminiscenčni signal dejansko posledica 
sproženja omenjenega gena po vezavi določene spojine na človeški estrogeni receptor alfa, 
ali pa je ta morda delovala na detekcijski sistem preko kakih drugih mehanizmov. 
Rezultati pri pozitivno delujočih spojinah so pokazali, da je bilo njihovo estrogeno delovanje 
koncentracijsko odvisno. Vrednosti koncentracij spojin, ki so povzročile agonistični odziv, 
enak 10% odziva na pozitivno kontrolo (PC10), in tistih, ki so izzvale agonistični odziv, enak 
50% odziva na pozitivno kontrolo (PC50), so bile v nM oz. nizkem µM območju, tako v 
primeru uporabe izoflavonoidov kot bisfenolov. Večina preskušanih izoflavonoidov je pri 
koncentracijah, >1 μM, povzročila super-indukcijo gena za luciferazo. S kompetitivnimi 
testi smo za nekatere izoflavonoide dokazali, da so bili odzivi, ki so jih izzvali, posledica 
njihovega delovanja tako na človeški estrogeni receptor alfa kot preko nekega drugega, še 
neznanega mehanizma. Kot najmočnejši oz. najučinkovitejši agonisti med preskušanimi 




biokanin-A in daidzein ter R,S-ekvol in S-ekvol. Še šibkejša agonista sta bila kalikozin in 
glicitin, kladrin pa je bil najšibkejši, saj je bil malo nad mejo agonističnega učinka. Puerarin 
ni deloval agonistično. Vsi preskušani bisfenoli so se izkazali za močne agoniste. Po vrsti so 
si glede agonističnega delovanja sledili: bisfenol F, bisfenol A in bisfenol AF, s podobnima 
učinkoma, ter bisfenol S z najmanjšo učinkovitostjo. 
Zaradi super-indukcije, ki jo je izzvala večina izoflavonoidov, bodo potrebne nadaljnje 
raziskave glede njihove specifične estrogene aktivnosti. Za to pa bo nujno potrebno razviti 
nove metode in vitro oz. in vivo, s katerimi bomo lahko pridobili zanesljivejše rezultate. 
 
Ključne besede: motilci endokrinega sistema; test s poročevalskim genom; človeška 






Endocrine disrupting chemicals are substances that affect its homeostasis. In the last 50 
years, there have been recordings about growth of incidence and prevalence of health issues 
due to disruption of endocrine system, including different kinds of hormone-dependent 
cancers, diabetes, obesity, metabolic syndrome, reduced development of the organism and 
reduced fertility. Because the main source of endocrine disrupting chemicals for a human 
represent different substances in food, among which we also count natural compounds, 
isoflavonoids, and synthetic bisphenols, we have focused in the master's work mainly on 
them. 
The purpose of the master's work was to evaluate agonistic estrogenic activity of selected 
isoflavonoids and bisphenols on epithelial human cervical cancer cell line, with the help of 
stably transfected transactivation assay in vitro. The used HeLa-9903 human cell line was 
stably transfected with gene for human estrogen receptor alpha and enzyme luciferase gene 
construct. After the agonist binds on mentioned receptor, the two produce the luminous 
signal and its potency enables us to measure the activity of testing substances. We also 
verified the reporter cells' viability with the citotoxic assay. For substances that caused supra-
maximal luciferase activity, we also performed competition assay. With its help we verified, 
if the luminous signal was really due to gene's induction after binding of selected substance 
on human estrogen receptor alpha, or it may have induced the detecting system through some 
other mechanisms. 
The results among positive-working substances have shown that their estrogenic activity was 
concentration-dependent. The values of the concentrations, corresponding to 10% (PC10) and 
50% (PC50) of the positive control, were in nM or low µM range in testing both isoflavonoids 
and bisphenols. The majority of tested isoflavonoids caused supra-maximal luciferase 
activity at concentrations, >1 μM. With competition assays for some of the isoflavonoids we 
have proven, that they induced responses by their activation of the human estrogen receptor 
alpha and through some other, yet not known mechanism. Genistein, formononetin, ononin 
and prunetine proved to be the strongest or the most effective agonists among tested 
isoflavonoids. They were followed by biochanin-A and daidzein, as well as R,S-equol and 
S-equol. Even more weaker agonists were calycosin and glycitin, while the weakest one, 




activity. All tested bisphenols were proven to be strong agonists. Comparing their agonistic 
activity, bisphenol F was the most effective agonist, followed by bisphenol A and bisphenol 
AF, with similar effects, and bisphenol S with the lowest effectiveness. 
Because of the supra-maximal luciferase activity, which was caused by the majority of 
isoflavonoids, further researches about their specific estrogenic activity will be necessary. 
In this case, the development of new methods in vitro and/or in vivo, that would give us more 
reliable results, will be inevitable. 
 
Key words: endocrine disrupting chemicals; transactivation assay; HeLa-9903 human cell 







ADME (ang. absorption-distribution-metabolism-elimination): absorpcija-porazdelitev-
presnova-izločanje 
AR (ang. androgen receptor): androgeni receptor 
BIO-A (ang. biochanin-A): biokanin-A 
BPA (ang. bisphenol A): bisfenol A 
BPAF (ang. bisphenol AF): bisfenol AF 
BPF (ang. bisphenol F): bisfenol F 
BPS (ang. bisphenol S): bisfenol S 
CALY (ang. calycosin): kalikozin 
CCLR (ang. cell culture lysis 5X reagent): lizirni pufer 
CLA (ang. cladrin): kladrin 
COR (ang. corticosterone): kortikosteron 
DAZ (ang. daidzein): daidzein 
DMSO (ang. dimethyl sulfoxide): dimetil sulfoksid 
E2: 17ß-estradiol 
EC50: koncentracija agonista, ki izzove njegov 50% maksimalni odziv 
EDC (ang. endocrine disrupting chemicals): motilci endokrinega sistema 
ERRγ (ang. estrogen-related receptor gama): podoben estrogeni receptor gama 
FBS-CS (ang. fetal bovine serum-charcoal stripped): goveji serum, prečiščen z aktivnim 
ogljem 




GD (ang. Guidance document): smernice 
GEN (ang. genistein): genistein 
GLI (ang. glycitin): glicitin 
hERα (ang. human estrogen receptor alpha): človeški estrogeni receptor alfa 
HeLa: človeška celična linija epitelijskih celic raka materničnega vratu 
HeLa-9903: modificirana celična linija HeLa s stabilno vstavljenim genom za hERα in 
genskim konstruktom za encim luciferazo 
LDL (ang. low-density lipoprotein): lipoprotein nizke gostote 
MEM (ang. minimum essential media): minimalno gojišče 
OECD (ang. Organisation for Economic Co-operation and Development): 
Organizacija za gospodarsko sodelovanje in razvoj 
OHT (ang. 4-hydroxytamoxifen): 4-hidroksitamoksifen 
ONO (ang. ononin): ononin 
PBS (ang. phosphate buffered saline): fosfatni pufer 
PC (ang. positive control): pozitivna kontrola 
PC10: koncentracija spojine, ki povzroči agonistični odziv, enak 10% odziva na pozitivno 
kontrolo 
PC50: koncentracija spojine, ki povzroči agonistični odziv, enak 50% odziva na pozitivno 
kontrolo 
PCMAX: koncentracija spojine, ki izzove maksimalni odziv RPCMAX 
PRU (ang. prunetin): prunetin 
PUE (ang. puerarin): puerarin 
QSAR (ang. quantitative structure-activity relationship): kvantitativno razmerje med 
strukturo in delovanjem 




RPCMAX: maksimalni odziv agonistično delujoče spojine, izražen v odstotkih, glede na 
odziv na pozitivno kontrolo 
RTA (ang. relative transcriptional activity): relativna transkripcijska aktivnost 
S-EQ (ang. (S)-equol): S-ekvol 
Test STTA (ang. Stably Transfected Transactivation Assay): test s poročevalskim 
genom 
TG (ang. Test Guideline): smernice za izvajanje testov 






1. MOTILCI ENDOKRINEGA SISTEMA 
 
Motilci endokrinega sistema (EDC) so snovi, ki vplivajo na njegovo homeostazo (1). Mednje 
prištevamo sintezne spojine, uporabljane kot topila v industriji in njihove stranske produkte, 
nekatere spojine v plastiki, pesticide in težke kovine, npr. kadmij in svinec. Najopaznejše 
učinke imajo na reproduktivni sistem, in sicer zaradi vezave na estrogene (ER) in androgene 
(AR) receptorje, motijo pa tudi ščitnično funkcijo, funkcijo nadledvične žleze ter ostale 
organske sisteme, povezane s presnovo. Mehanizem njihovega delovanja poteka preko 
jedrnih receptorjev, izven-jedrnih receptorjev za steroidne hormone (npr. membranski 
estrogeni receptor), receptorjev za nesteroidne spojine (npr. receptor za nevrotransmitorje 
serotonin, dopamin, noradrenalin), receptorjev sirot (npr. receptor za aril ogljikovodike) ter 
preko encimskih poti, v katerih poteka presnova steroidnih hormonov (1). 
Epidemiološki podatki kažejo na porast pojavnosti in razširjenosti zdravstvenih težav, 
povezanih z motnjami endokrinega sistema, v zadnjih 50-ih letih (1). Vendar pa moramo pri 
tem upoštevati, da je tako dokumentirana rast lahko posledica več potrjenih diagnoz zaradi 
vse številnejših presejanj v zadnjih letih in ne nujno zaradi samih učinkov EDC. Ker je 
preučevanje izpostavljenosti EDC zahteven proces, ne moremo najti točne povezave med 
izpostavljenostjo in tveganjem za zdravstvene zaplete. Najpogostejše zdravstvene težave, 
povezane z motnjo endokrinega sistema, so: različne vrste hormonsko-odvisnih rakov, 
sladkorna bolezen, debelost, metabolni sindrom, zaostanek v razvoju organizma in 
zmanjšana plodnost. Pojavnost in razširjenost zdravstvenih težav se razlikujeta med 
različnimi geografskimi področji, pri čemer je večja verjetnost zanje na industrializiranih 
področjih (1). 
Za človeka predstavljajo glavni vir EDC različne snovi, prisotne v hrani (1). Mednje 
prištevamo med drugim tudi naravne spojine, izoflavonoide, ki jih najdemo v rastlinski 





2. NARAVNE SPOJINE: FLAVONOIDI 
 
Flavonoidi predstavljajo podskupino fenolnih spojin, ki so rastlinski sekundarni metaboliti 
(2). Fenolne spojine so sestavljene iz vsaj enega aromatskega obroča, na katerega je vezana 
vsaj ena hidroksilna skupina. Flavonoidi spadajo med rastlinske pigmente, ki dajejo barvo 
cvetovom, plodovom in listom, privabljajo opraševalce, uravnavajo rast, zavirajo bakterijske 
in virusne encime ter ščitijo rastline pred ultravijoličnimi žarki UVB. Pri človeku 
predstavljajo približno dve tretjini zaužitih fenolnih spojin (2). 
2.1 KEMIZEM 
 
Glede na strukturo aglikonskega oz. nesladkornega dela poznamo sedem podskupin 
flavonoidov: flavanole, flavanone, flavonole, flavone, izoflavone, antocianidine in halkone 
(2). 
 






Flavonoidi se v rastlinah najpogosteje pojavljajo v metilirani obliki in v obliki glikozidov, 
ki se slabo absorbirata, vendar pa se v tankem črevesju s pomočjo naravno prisotne 
mikrobiote hidrolizirata do aglikonov, ki predstavljajo biološko razpoložljivo aktivno obliko 
(2). Glikozilirane oblike flavonoidov so vodotopne, zato se v rastlinski celici nahajajo v 
vakuolah. Glikon oz. sladkorni del je lahko mono-, di- ali trisaharid (glukoza, galaktoza, 
arabinoza, ramnoza, ksiloza in glukuronska ali galakturonska kislina). Hidroksilne skupine 
glikonov so lahko zaestrene z alifatskimi (malonsko, ocetno) ali aromatskimi (benzojsko, 
galno) kislinami, redkeje tudi z žveplovo (VI) kislino. Najpogostejši pa so O-glikozidi, pri 
katerih je glikonska hidroksilna skupina pritrjena na osnovni skelet na ogljikovih atomih C-
3 in C-7 (2). 
2.2 BIOLOŠKI UČINKI 
 
Ker flavonoidi predstavljajo zelo raznoliko skupino spojin, imajo tudi zelo širok spekter 
bioloških učinkov (2). Večino njihovih farmakoloških lastnosti so dokazali v pogojih in 
vitro, pri tem pa obstaja zelo malo kliničnih raziskav o njihovi terapevtski učinkovitosti. 
Zavedati se moramo namreč, da z uživanjem posameznih flavonoidov kot izoliranih 
učinkovin v prehranskih dopolnilih ne zmanjšamo tveganja za razvoj rakavih, vnetnih in 
srčno-žilnih bolezni, saj z njimi ne dosežemo sinergističnega delovanja, ki ga povzročijo  
kompleksne zmesi teh spojin, prisotne v rastlinski hrani (2). 
2.2.1 ANTIOKSIDATIVNO DELOVANJE 
 
Hrana je eden izmed pomembnejših dejavnikov, ki varuje organizem pred oksidativnim 
stresom (2). Izmed vseh učinkov flavonoidov, so antioksidativni najbolj poznani in 
raziskani. Dokazano je, da zdrava prehrana, v kateri so rastlinski antioksidanti zastopani 
stalno in v zadostnih količinah, zmanjša tveganje za razvoj rakavih, vnetnih in srčno-žilnih 
bolezni. Flavonoidi so dobri lovilci reaktivnih kisikovih zvrsti (superoksidnih anionov ter 
hidroksilnih in peroksilnih radikalov), zato so pomembni pri številnih patofizioloških stanjih 
v organizmu, kot so anoreksija, vnetje, lipidna peroksidacija in spremembe genetskega 
materiala. Reagirajo tudi z dušikovim oksidom in tako preprečujejo nastanek zelo 
reaktivnega peroksinitrilnega radikala. Za nekatere izmed njih so dokazali, da zavirajo encim 




2.2.2 ESTROGENO DELOVANJE 
 
Izoflavoni so najpomembnejša podskupina flavonoidov z estrogenim delovanjem (2). Zaradi 
strukturne podobnosti z 17ß-estradiolom (E2) delujejo kot agonisti na ER, vendar je njihova 
količina v normalni prehrani človeka premajhna, da bi dosegli biološki učinek, razen pri 
vegetarijancih. Uporabljajo pa se kot prehranska dopolnila za preprečevanje in lajšanje 
simptomov v menopavzi. Dolgotrajno jemanje tovrstnih prehranskih dopolnil lahko vodi v 
povečano tveganje za raka dojk, saj spojine posegajo v delovanje endokrinega sistema in 
tako lahko načnejo zdravje človeka. Obstajata dve vrsti ER, ERα in ERß. Prvi so izraženi 
predvsem v maternici, jetrih, ledvicah in srcu, ERß pa v jajčnikih, prostati, pljučih, 
gastrointestinalnem traktu in mehurju. Obe vrsti ER pa sta hkrati prisotni v mlečnih žlezah, 
ščitnici, nadledvičnih žlezah, kosteh in določenih predelih možganov (2). 
2.2.3 PROTITUMORNO DELOVANJE 
 
Protitumorno delovanje flavonoidov je najverjetneje posledica njihovih antioksidativnih 
lastnosti, vendar zanesljivih dokazov za to še ni (2). Za nekatere izmed njih so po njihovi 
izolaciji dokazali, da imajo citotoksično delovanje na rakave celice. Poleg tega domnevajo, 
da zaradi zaviranja protein-kinaz (protein-kinaze C in protein-tirozin-kinaze) posledično 
zavirajo proces razvoja žil tumorja (2). 
2.2.4 PROTIVNETNO DELOVANJE 
 
Protivnetno delovanje flavonoidov je posledica dveh mehanizmov njihovega delovanja (2). 
Prvi je zaviranje encimov ciklooksigenaze in 5-lipoksigenaze, kar preprečuje nastanek 
vnetnih mediatorjev, prostaglandinov in levkotrienov. Drugi pa poteka preko zaviranja 
znotrajceličnih in membranskih tirozin-kinaz, ki regulirajo celično rast in delitev, domnevajo 
pa tudi, da pride zaradi tega do zmanjšane degranulacije nevtrofilcev in s tem zmanjšanja 
njihovih vplivov na vnetno reakcijo (2). 
2.2.5 DELOVANJE NA SRČNO-ŽILNI SISTEM 
 
Večina flavonoidov zmanjšuje krhkost in prepustnost kapilar, nekateri med njimi pa sočasno 
zavirajo tudi adhezijo in agregacijo trombocitov (2). Določeni flavonoidi zaradi svojega 
antioksidativnega delovanja preprečujejo oksidacijo lipoproteina nizke gostote (LDL) in 




terapevtsko uporabo rastlin, ki vsebujejo flavonoide, so insuficienca venskih in limfnih žil, 
hemoroidi in krhkost kapilar (2). 
 
Poleg omenjenih navajajo še številne druge biološke učinke flavonoidov, kot so 




Najpomembnejši viri flavonoidov so sadje (borovnice, češnje, črni ribez, šipek, plodovi 
citrusov), zelenjava (brokoli, čebula, paradižnik, špinača), med, soja, zeleni čaj, rdeče vino 
in nekatere rastline (ginko, pegasti badelj, šentjanževka, glog), ki jih zato izkoriščamo v 
terapevtske namene (2). Ocenjujejo, da z normalno prehrano dnevno vnesemo 100-650 mg 
flavonoidov, pri izključno vegetarijanski prehrani pa so te količine lahko tudi nekaj gramske 
(2). 
3. SINTEZNE SPOJINE: BISFENOLI 
 
Bisfenoli so fenolne spojine, ki jih pogosto uporabljajo pri izdelavi plastičnih snovi, 
vsebnikov za hrano in vodo, elektronskih naprav, vodovodnih pip, igrač in medicinske 
opreme ter pri sintezi polikarbonatov, termičnega papirja in epoksidnih smol (4). V splošnem 
se uporabljajo za utrditev plastike, pri čemer pa z njene površine hitro oz. zlahka prehajajo 
v okolje. Splošna populacija jim je zato v velikem obsegu izpostavljena tako neposredno (po 
topikalni oz. peroralni poti), kot posredno, zaradi onesnaženega okolja, pri čemer 
predstavljata hrana in pijača v plastičnih vsebnikih najpomembnejša vira bisfenolov. Zaradi 
vsakodnevne množične uporabe plastičnih snovi imamo ljudje določeno koncentracijo 
bisfenolov stalno prisotno v telesnih tekočinah in nekaterih organih (npr. v serumu, urinu, 
placenti in mleku) (4). 
3.1 BIOLOŠKI UČINKI 
 
Številne študije na ljudeh in živalih so pokazale povezavo med izpostavljenostjo bisfenolom 
in povečanim tveganjem za nastanek srčno-žilnih bolezni, nevroloških motenj, 
reproduktivnih nepravilnosti, debelosti in sladkorne bolezni (4). Sam učinek bisfenolov je 
odvisen od količine, ki ji je človek izpostavljen, ter trajanja izpostavitve in se razlikuje med 




zdravje, je potreba po raziskovanju poti in mehanizmov, ki povzročijo zdravstvene težave, 
še toliko večja. Poleg tega je pomembno, da ljudi ozaveščamo o uporabi alternativnih oblik 
ovojnine, ki ne vsebuje bisfenolov, ter tako zmanjšamo njihovo uporabo (4). 
3.1.1 MOTNJA ENDOKRINEGA SISTEMA IN REPRODUKTIVNE 
NEPRAVILNOSTI 
 
S pomočjo toksikoloških študij so dokazali, da bisfenoli motijo endokrini sistem in 
povzročajo reproduktivno toksičnost (4). Pri kronični izpostavitvi že nizke koncentracije 
zavrejo delovanje luteinizirajočega hormona, folikle-stimulirajočega hormona in prolaktina, 
saj imajo tovrstne spojine estrogene in antiandrogene učinke ter vplivajo na razvoj 
spermijev. Najpogostejše reproduktivne nepravilnosti so: prezgodnja puberteta, disfunkcija 
jajčnikov, neuspešna ugnezditev jajčeca, nenormalna funkcija sperme, neplodnost, 
nepravilnosti v razmerjih oz. koncentracijah spolnih hormonov, prezgodnje rojstvo in nizka 
porodna teža novorojencev. Bisfenoli se vežejo tako na membranske kot jedrne ER. Tako 
bisfenol A (BPA) oponaša aktivnost naravnega E2, hkrati pa imajo njegovi metaboliti še 
močnejše estrogeno delovanje (4). 
3.1.2 SLADKORNA BOLEZEN IN DEBELOST 
 
S pomočjo študij na ljudeh in živalih so ugotovili, da bisfenoli povzročajo debelost in 
posegajo v homeostazo glukoze (4). BPA povzroči izločanje inzulina ali C-peptida, katerih 
naravni sprožitelj je glukoza, prav tako pa spodbuja sproščanje grelina, hormona, ki 
povzroča lakoto, in zavira sproščanje hormonov sitosti, adiponektina in leptina. Taka 
aktivnost na dolgi rok vodi v inzulinsko odpornost, ta pa do sladkorne bolezni in debelosti. 
Bisfenoli se vežejo tudi na receptorje α in ß v maščobnih tkivih, s čimer spremenijo njihovo 
funkcijo, posegajo pa tudi v metabolizem ščitničnih hormonov (4). 
3.1.3 SRČNO-ŽILNI SISTEM 
 
Bisfenoli povzročajo številne srčno-žilne bolezni, med drugim miokardni infarkt, srčno-
mišično oslabelost in arterijsko hipertenzijo (4). Obstaja pa tudi pozitivna povezanost med 






BPA povzroča hepatotoksične učinke preko oksidativnega stresa, poškodb mitohondrijev in 
vnetnih poti (4). Različni bisfenoli različno vplivajo na presnovno funkcijo jeter. Medtem 
ko bisfenol AF (BPAF) posega v presnovo glukoze in glikogena, povzroča BPA lipidno 
peroksidacijo, zmanjšuje aktivnost encima glutation-peroksidaze, povzroči sproščanje 
provnetnih citokinov, npr. tumor nekrotizirajočega faktorja alfa in interlevkina 6, ter posega 
v presnovo maščobnih kislin, s čimer povzroča preveliko kopičenje lipidov v jetrih, 
posledica česar je nastanek ne-alkoholne zamaščenosti jeter in z njo povezanih zapletov (4). 
3.1.5 NEVROTOKSIČNOST 
 
Nevrotoksičnost bisfenolov povzroči poslabšanje spomina in kognitivnih sposobnosti, kar 
se navzven kaže kot agresivnost, hiperaktivnost, anksioznost, depresija in avtizem (4). Že 
nizke koncentracije so pri otrocih lahko toksične za razvoj možganov, saj zavirajo celični 
cikel in sprožajo apoptozo (4). 
3.1.6 IMUNOTOKSIČNOST 
 
Bisfenoli vplivajo na vnetne procese in imunski odziv preko številnih signalnih poti, pri 
čemer lahko tako sprožajo kot zavirajo delovanje imunskih celic (4). Odziv imunskega 
sistema spreminjajo preko vezave na ER in receptorje za aril ogljikovodike. Izpostavljenost 
bisfenolom lahko povzroči poslabšanje oz. pojav imunsko-pogojenih bolezni, kot so alergija, 
astma in multipla skleroza. BPA povzroča zagon nespecifičnega imunskega odziva, 
namnožitev limfocitov B, povečanje proizvodnje protiteles in provnetnih citokinov, zavira 
pa nastajanje protivnetnih citokinov (4). 
3.2 PRESNOVA 
 
Presnova bisfenolov poteka v največjem obsegu preko glukuronidacije, kar predstavlja 
najpomembnejšo pot njihovega izločanja (5). Čeprav so dokazali, da glukuronidni metaboliti 
nimajo endokrine aktivnosti, pa obstajajo drugi oksidirani presnovki, ki delujejo na ta način 
(5). Izdelali so strukturne analoge BPA, ki se uporabljajo kot njegovi nadomestki, vendar pa 
ne moremo zagotovo trditi, da je njihova uporaba, tudi glede na njihove presnovke, varnejša. 
Metabolizem bisfenolov s sulfatacijo poteka le v manjšem obsegu, endokrina aktivnost 




delovanja bisfenolov in njihovih metabolitov so zato potrebne dodatne raziskave presnovnih 
poti in sodelujočih encimov (5). 
 
SLIKA 2: METABOLIZEM BISFENOLOV, PRIKAZAN NA PRIMERU BISFENOLA S (BPS); POVZETO PO 
(6). 
SULT: sulfotransferaza, UGT: uridin 5'-difosfo-glukuronoziltransferaza (UDP-glukuronoziltransferaza), 
CYP450: citokrom 450 
 
4. KONCEPT TESTIRANJA IN VREDNOTENJA POTENCIALNIH 
MOTILCEV ENDOKRINEGA SISTEMA, POVZET PO PROTOKOLU 
ORGANIZACIJE ZA GOSPODARSKO SODELOVANJE IN RAZVOJ 
(OECD) 
 
Leta 2012 so sprejeli koncept, ki priporoča uporabo metod za testiranje in vrednotenje 
potencialnih EDC (7). Napisali so ga z namenom razvoja enotnih in standardiziranih smernic 




oceniti izpostavljenosti spojinam, ki pa je prav tako pomemben dejavnik za njihovo 
vrednotenje in določitev (7). 
4.1 NIVOJI KONCEPTA 
 
Obstaja 5 različnih nivojev koncepta testiranja in vrednotenja potencialnih EDC, v katere 
spadajo številni testi, s katerimi pridobimo želene podatke, ki pa se razlikujejo po kakovosti 
(7). Nivo 5 zagotavlja pridobitev najkakovostnejših podatkov, nasprotno pa z uporabo nivoja 
1 pridobimo najmanj kakovostne podatke. Izbira metode oz. nivoja je odvisna od namena 
testiranja za določitev motnje endokrinega sistema, vendar pa v splošnem lahko uporabimo 
katero koli metodo za kateri koli namen. Določitev EDC bi morala temeljiti na številnih 
neodvisnih poskusih, pri čemer bi hkrati upoštevali vse podatke, ki so za posamezno spojino 
na voljo (7). 
Koncept trenutno ne omogoča izvedbe vseh razpoložljivih metod (7). Nivoji 2, 3, 4 in 5 
vključujejo le teste, ki so bodisi na voljo ali za katere se validacija trenutno še izvaja. Zaradi 
še nedokončane validacije je izvedba takih testov možna le začasno (7). 
Preglednica I: Nivoji koncepta testiranja in vrednotenja potencialnih EDC; povzeto po 
protokolu OECD (7). 
 TOKSIKOLOŠKI PODATKI ZA SESALCE 
NIVO 1 
Obstoječi podatki in podatki, pridobljeni 
brez predhodnih testiranj 
• fizikalno-kemijske lastnosti (npr. hlapnost, 
biološka razgradljivost) 
• vsi dostopni toksikološki podatki, pridobljeni s 
standardiziranimi ali ne-standardiziranimi testi 
• kemijske kategorije, kvantitativno razmerje 
med strukturo in delovanjem (QSAR) in ostale 
napovedi in silico ali absorpcije-porazdelitve-
presnove-izločanja (ADME) 
NIVO 2 
Testi in vitro, ki omogočajo pridobitev 
podatkov o izbranih mehanizmih 
delovanja EDC 
• afiniteta do ER in AR 
• aktivacija preko ER (smernice za izvajanje 
testov (OECD TG) 455 – OECD TG 457) 
• aktivacija preko AR ali tiroidnega receptorja 
(če oz. kdaj so TG na voljo) 





• testi celične delitve na celični liniji MCF-7 
[(ant)agonisti ER] 
• ostali ustrezni testi 
NIVO 3 
Testi in vivo, ki omogočajo pridobitev 
podatkov o izbranih mehanizmih 
delovanja EDC1 
• uterotrofični test (OECD TG 440) 
• Hershbergerjev test (OECD TG 441) 
NIVO 4 
Testi in vivo, ki omogočajo pridobitev 
podatkov o neželenih učinkih EDC na 
določenih končnih točkah v življenjskem 
ciklu organizma2 
• ponavljajoč odmerek; 28-dnevna študija 
(OECD TG 407) 
• ponavljajoč odmerek; 90-dnevna študija 
(OECD TG 408) 
• eno-generacijska reproduktivna toksikološka 
študija (OECD TG 415) 
• pubertetni test na samcih (smernice (GD) 150, 
poglavje C4.3)3 
• pubertetni test na samicah (GD 150, poglavje 
C4.4)3 
• testiranje endokrinih učinkov na odraslem 
samcu (GD 150, poglavje Annex 2.5) 
• prenatalna razvojna toksikološka študija 
(OECD TG 414) 
• kronična toksičnost in študija kancerogenosti 
(OECD TG 451-3) 
• testiranje reproduktivnosti (OECD TG 421) 
• kombinacija 28-dnevnega testa in testa 
reproduktivnosti (OECD TG 422) 
• razvojna nevrotoksičnost (OECD TG 426) 
NIVO 5 
Testi in vivo, ki omogočajo pridobitev 
celovitejših podatkov o neželenih učinkih 
EDC skozi daljše življenjsko obdobje 
organizma2 
• podaljšana eno-generacijska reproduktivna 
toksikološka študija (OECD TG 443)4 
• dvo-generacijska reproduktivna toksikološka 
študija (OECD TG 416) 
1 Nekateri testi omogočajo pridobitev podatkov o neželenih učinkih EDC. 
2 Neželeni  učinki so lahko posledica delovanja preko več kot enega mehanizma in možno je, da niti niso 




3 Dejstvo, da je substanca sposobna interakcije s hormonskim sistemom v teh testih, ne pomeni nujno, da bo 
le-ta po uporabi povzročila neželene učinke pri ljudeh ali v ekoloških sistemih. Takšno delovanje je odvisno 
od uporabljenega protokola. 
4 Podaljšana eno-generacijska reproduktivna toksikološka študija (OECD TG 443) je bolj zaželena za 
detekcijo EDC, ker omogoča ocenitev številnih končnih točk v mladoletnem in odraslem obdobju organizma, 
ki sicer niso vključene v dvo-generacijsko reproduktivno toksikološko študijo (OECD TG 416). 
 
4.1.1 NIVO 2: TESTI IN VITRO, KI OMOGOČAJO PRIDOBITEV 




Namen testov in vitro je določiti sposobnost vezave potencialnega EDC na AR in ER oz. 
spremembe odziva na teh receptorjih, ne pa tudi odvisnost odziva glede na uporabljeni 
odmerek (8). Tako lahko preskušano spojino opredelimo kot agonista ali antagonista. V 
protokolu OECD opisani testi in vitro, ki temeljijo na določenem poročevalskem genu (testi 
STTA), spadajo v nivo 2 (9). Test STTA v splošnem temelji na neposredni ali posredni 
interakciji preskušane spojine s specifičnim receptorjem, pri čemer nastali kompleks 
spojina-receptor regulira prepisovanje specifičnega gena. V testih lahko uporabljamo 
različne genske konstrukte, katerih končni proizvodi omogočajo hitro in poceni določitev 
motilcev EDC s pomočjo komercialno dostopnih testnih materialov. Tovrstni testi se široko 
uporabljajo za preučevanje izražanja genov, ki jih uravnavajo jedrni receptorji, med katere 
spada tudi ER. Vezava spojine na jedrni receptor ERα povzroči klasični estrogeni odziv, zato 
je gen za ERα sestavni del številnih modelov za vrednotenje estrogenega delovanja spojin. 
Po vezavi estrogenov na ERα in njegovi posledični aktivaciji, se kompleks estrogen-ERα v 
jedru veže na estrogeni odzivni element v promotorskem mestu molekule DNA in povzroči 
prepisovanje ustreznega gena. Končni proteinski produkt pa povzroči sproženje ali zaviranje 
nekaterih celičnih procesov, med drugimi tudi tistih, ki uravnavajo celično delitev, razvoj 
ploda in reproduktivno funkcijo. Zato se vse nenormalnosti v delovanju estrogenega sistema 
kažejo kot motnje na nivoju celičnih delitev, razvoja ploda in reproduktivne funkcije (9).  
Ker ima človeška celična linija HeLa-9903 stabilno vstavljen gen za človeški estrogeni 
receptor alfa (hERα) ter genski konstrukt za encim luciferazo, lahko z njeno pomočjo 
določamo estrogeno delovanje testiranih spojin (9). V tem primeru test STTA temelji na 




omenjenem receptorju, se kompleks spojina-hERα v jedru veže na estrogeni odzivni element 
v promotorskem mestu molekule DNA in povzroči prepisovanje gena za luciferazo. Nastali 
proteinski produkt, luciferaza, pa katalizira pretvorbo dodanega substrata luciferina v 
luminiscentni oksiluciferin, katerega oddano svetlobo merimo. Če pa preiskovana spojina 
deluje kot antagonist na hERα, ne spremeni konformacije receptorja v aktivno obliko, zato 
se kompleks spojina- hERα ne more vezati na estrogeni odzivni element. Posledično ne pride 
do prepisovanja gena za luciferazo in proizvodnje tega encima, zato po dodatku substrata ne 
nastane luminiscentni produkt in ni odziva oz. je zelo nizek (9). 
4.1.1.2 PREDNOSTI 
 
Prednosti testov in vitro so: nedvoumna določitev mehanizma delovanja preučevanih spojin, 
občutljivost na njihove nizke koncentracije in posledično večja verjetnost za njihovo 
detekcijo, nizki stroški in kratek čas, potreben za izvedbo, majhne količine uporabljenega 
materiala, možnost avtomatizacije testiranja in zmanjšanje števila poskusnih živali za 
testiranje (8). 
V primerih, kjer je znano, da določeni kemijski razredi spojin nimajo sposobnosti metabolne 
aktivacije oz. deaktivacije, ali ko so metaboliti že znani in testirani, imajo nekateri testi in 
vitro prednost pred tistimi in vivo, saj so v splošnem hitrejši (8). 
Testi in vitro so uporabni za preučevanje učinkov različnih spojin pri ljudeh, saj jih večina 
temelji na uporabi človeških receptorjev za različne hormone (8). Spojine, ki se vežejo na te 
receptorje, bi namreč verjetno povzročile učinke tudi v testih in vivo in tako vplivale na 
reproduktivno funkcijo pri ljudeh (8). 
4.1.1.3 POMANJKLJIVOSTI 
 
Čeprav se testi in vitro lahko uporabljajo za določanje EDC, ne smemo pozabiti na izvedbo 
še natančnejših testov in vivo (8). Zaradi številnih mehanizmov delovanja teh spojin bi 
namreč potrebovali številne teste in vitro, da bi lahko določili vse načine delovanja vsake od 
njih (8). 
Pri testih in vitro sta pomembna dejavnika, ki lahko vplivata na rezultat, metabolna 
sposobnost celične linije in topnost testiranih spojin v izbranem mediju (8). Velika 
pomanjkljivost večine testnih sistemov in vitro je njihova nesposobnost metabolne 




Hkrati lahko z omenjenimi testi zaradi pomanjkljive metabolne sposobnosti celične linije 
preučujemo delovanje samo posamezne starševske spojine, ne pa tudi njenih presnovnih 
produktov (9). 
Koncept, povzet po protokolu OECD, ločuje spojine na agoniste in antagoniste ER (9). 
Nekatere od teh pa so v odvisnosti od tarčnega tkiva sposobne delovati bodisi kot agonisti 
ali antagonisti; tem spojinam v primeru preučevanja njihovega vpliva na estrogeni sistem, 
pravimo »selektivni modulatorji ER« (SERM). Zato točna določitev preučevane spojine kot 
agonista oz. antagonista v okviru omenjenega koncepta ni mogoča (9). 
Za validacijo testov in vitro so bile uporabljene samo posamezne spojine, ne pa tudi testne 
mešanice, zato primernost njihove uporabe za preučevanje slednjih še ni znana (9). Kljub 
temu pa so, vsaj teoretično, ti testi uporabni tudi za testne mešanice (9). 
4.1.1.4 UPORABA 
 
Trenutno še ne vemo, kako uporabni bodo v prihodnosti testi in vitro, saj se njihova moč 
zaradi mehanističnih in kinetičnih dejavnikov ne sklada vedno z močjo testov in vivo (8). 
Tako pozitivni testi in vitro prikazujejo potencialno motnjo endokrinega sistema s strani 
preučevane spojine in hkrati nakazujejo njen potencial, da izzove motnjo tudi v sistemu in 
vivo. Z negativnimi rezultati testov in vitro pa ne moremo izključiti potencialne motnje, ki 
bi jo lahko izzvala preskušana spojina, saj imajo ti številne pomanjkljivosti (npr. 
nesposobnost metabolne deaktivacije toksinov), poleg tega pa je vzrok zanjo lahko v drugem 
mehanizmu delovanja, kot ga preučujemo v posameznem testu. Znano je, da testi in vivo 
omogočajo natančnejšo določitev EDC, vendar pa so dolgotrajnejši in dražji. Zato se poraja 
vprašanje, ali bi lahko bili testi in vitro dovolj natančni za določanje učinkov številnih 





Ciljni vprašanji magistrske naloge sta, ali imajo izbrane spojine estrogeno delovanje, s čimer 
bi jih lahko uvrstili med EDC, in ali bi lahko določili mehanizem, s katerim izvajajo te 
učinke. Da bi našli odgovore nanju, smo izbrali test in vitro, ki temelji na poročevalskem 
genu, vgrajenem v človeško celično linijo HeLa-9903 in ki izraža hERα. Omenjena celična 
linija je prav tako imela vstavljen genski konstrukt za encim luciferazo. Za določanje 
morebitnega estrogenega delovanja smo izbrali nekatere izoflavonoide kot naravne spojine 
in določene sintezne bisfenole. Na osnovi dobljenih rezultatov bi lahko nato sklepali na 
verjetnost pojava katere od bolezni, povezanih z motnjo endokrinega sistema, ki bi jih lahko 
izzvalo uživanje preiskovanih potencialnih motilcev tega sistema, in predvideli morebitne 
posledice takega obolenja. 
V okviru magistrske naloge bomo reporterske celice HeLa-9903, ki jih bomo gojili v 
vdolbinicah mikrotitrske plošče, tretirali z izbranimi testnimi spojinami. Nato bomo določili 
metabolno aktivnost reporterskih celic tako, da jih bomo 2,5 uri inkubirali z raztopino 
resazurina ter nato na podlagi meritev fluorescence, ob upoštevanju ozadja, izračunali 
njihovo živost. Tako bomo posredno določili potencialno citotoksičnost testnih spojin. V 
kolikor se bo živost reporterskih celic pri posamezni koncentraciji preskušane spojine 
zmanjšala za >20%, v vsaj dveh od dveh ali dveh od treh ponovitev, bomo smatrali, da je 
spojina pri tej koncentraciji delovala citotoksično, zato te koncentracije v nadaljevanju ne 
bomo uporabili za določanje agonističnega delovanja. 
Nato bomo z dodatkom raztopine luciferina in merjenjem luminiscence določali morebitno 
agonistično estrogeno delovanje testnih spojin. Pozitivno delujoče spojine bodo tiste, pri 
katerih bo njihov maksimalni odziv >10% odziva na pozitivno kontrolo, v vsaj dveh od dveh 
ali dveh od treh ponovitev (9). Negativno delujoče spojine pa bodo tiste, pri katerih bo njihov 
maksimalni odziv <10% odziva na pozitivno kontrolo, v dveh od dveh ali dveh od treh 
ponovitev (9). 
Pri tistih preskušanih spojinah, ki bi v testih delovale pozitivno in pri katerih bi sumili na 
prekomerno oz. super-indukcijo gena za luciferazo, bomo dodatno izvedli še kompetitivni 
test, s katerim bomo preverjali, ali je luminiscenčni signal dejansko posledica sproženja 
omenjenega gena po vezavi določene spojine na hERα, ali pa ta morda deluje na detekcijski 




antagonist hERα, 4-hidroksitamoksifen (OHT). Nato bomo ovrednotili razlike med odzivi 
preskušanih spojin v poskusih, kjer OHT ne bo in v tistih, kjer bo prisoten, ter tako potrdili 
učinke posameznih testnih spojin, ki so posledica njihovega delovanja izključno z vezavo na 
hERα. Omenjene razlike bomo nato upoštevali pri nadaljnjem izračunu ciljnih kvantitativnih 
parametrov. Če se učinek preskušane spojine po dodatku antagonista hERα ne bo spremenil, 
bo to pomenilo, da je negativno delujoča, v kolikor pa bo njen učinek popolnoma ali vsaj 
delno zavrt, pa bomo njeno delovanje smatrali kot pozitivno oz. negativno, skladno s 
kriterijem za vrednotenje rezultatov (9). 
Izsledke meritev agonističnega estrogenega delovanja preskušanih spojin bomo uporabili za 
izračune naslednjih kvantitativnih parametrov: maksimalnega odziva agonistično delujoče 
spojine, izraženega v odstotkih, glede na odziv na pozitivno kontrolo (RPCMAX) ter 
koncentracije spojine, ki izzove odziv RPCMAX (PCMAX). Poleg tega bomo za pozitivno 
delujoče spojine določili tudi koncentracije, ki povzročijo agonistični odziv, enak 10% 
odziva na pozitivno kontrolo (PC10) ter, kjer bo to mogoče, tudi koncentracije, ki izzovejo 
agonistični odziv, enak 50% odziva na pozitivno kontrolo (PC50). Hkrati bomo, kjer bo to 
možno, s pomočjo grafičnega izrisa merjenih odzivov, v odvisnosti od log(c), določili 
koncentracije agonistov, ki izzovejo 50% maksimalni odziv (EC50). 
Glede na predhodne študije, v katerih so dokazali, da so tako izoflavonoidi kot bisfenoli 
potencialni EDC oz. imajo estrogeno delovanje (2, 4, 34, 35), pričakujemo, da bomo uspeli 













MATERIALI IN METODE 
MATERIALI 
 
Preglednica II: Človeška celična linija, reagenti, substrati, pufri in topilo. 
IME CAS PROIZVAJALEC KONCENTRACIJA 
HeLa-9903 JCRB1318 Japanese Collection of 
Research Bioresources 
Cell Bank (Osaka, 
Japonska) 
 
Fosfatni pufer (PBS)  Gibco (ZDA)  
Tripsin brez fenol rdečega  Gibco (ZDA)  
Tripan modro  Sigma-Aldrich (Nemčija)  
Resazurin  Sigma 400 µM 




Luciferase Assay System) 
 Promega (Madison, WI, 
ZDA) 
 
Dimetil sulfoksid (DMSO) 67-68-5 Sigma-Aldrich (Nemčija) 100% (v/v) 
DMSO 67-68-5 Sigma-Aldrich (Nemčija) 0,1%1 (v/v) 
1Koncentracija, dobljena z razredčitvijo 100% DMSO. 



































Preglednica IV: Testirani izoflavonoidi. 
IME 
(OKRAJŠAVA) 

















































































Bisfenol A  
(BPA) 
 




Bisfenol S  
(BPS) 
 
   
 
Bisfenol F  
(BPF) 
 
















Uporabili smo naslednje aparature, opremo in ostale pripomočke: 
 Hladilnik (4 °C) z zamrzovalnikom (-20 °C) (Gorenje, Velenje, Slovenija) 
 Celični inkubator MCO-18AIC (Sanyo, Osaka, Japonska) 
 Komora LAF (Iskra Pio, Šentjernej, Slovenija) 
 Gojitvene posode s površino 25 m2 (TPP, Trasadingen, Švica) 
 Gojitvene posode s površino 75 m2 (VWR, ZDA) 
 Nastavek za serološke pipete Pipetboy (IntegrΛ, Švica) 
 Serološke pipete 5, 10, 50 mL (TPP, Trasadingen, Švica) 
 Aspirator Vacuboy (IntegrΛ, Švica) 
 Pasteurjeve steklene pipete za aspirator (Brent, Wertheim, Nemčija) 
 Polavtomatska pipeta 0,1-2,5 µL (Eppendorf, Hamburg, Nemčija) 
 Polavtomatska pipeta 0,5-10 µL (Brand, Wertheim, Nemčija) 
 Polavtomatska pipeta 10-100 µL (Biohit, Helsinki, Finska) 
 Polavtomatska pipeta 100-1000 µL (Biohit, Helsinki, Finska) 
 Nastavki za polavtomatske pipete (Biohit, Helsinki, Finska) 
 Centrifuga Centric 322A (Tehtnica, Železniki, Slovenija) 
 Centrifugirke (VWR, ZDA) 
 Mikroepruvete Eppendorf 1,5 mL (Brand, Wertheim, Nemčija) 
 Invertni svetlobni mikroskop Olympus CKX41 (Olympus, Tokyo, Japonska) 
 Hemocitometer (Brand, Wertheim, Nemčija) 
 Analitska tehtnica AG245 (Mettler, Toledo, ZDA) 
 Bele luminometrične mikrotitrske plošče s 96 vdolbinicami (Greiner, Bio One) 
 Krioviale (TPP, Trasadingen, Švica) 
 Zamrzovalna skrinja (-80 °C) (Sanyo, Osaka, Japonska) 
 Vibracijski mešalnik Vibromix 10 (Tehtnica, Železniki, Slovenija) 
 e300 avtomatska večkanalna pipeta 10-300 µL (Biohit, Helsinki, Finska) 
 Avtomatski čitalec mikrotitrskih plošč Synergy 4 Hybrid Microplate Reader 
(BioTek, Winooski, Vermont, ZDA) 
 Avtoklav A-21 (Kambič, Semič, Slovenija) 







1. DELO V CELIČNEM LABORATORIJU 
 
V celičnem laboratoriju smo delo opravljali v skladu s predpisanimi pravili: oblečeno smo 
imeli laboratorijsko haljo, nosili smo zaščitne rokavice ter prevleke za obutev, da je okolje 
ostalo čisto. Vse korake v posameznem neodvisnem poskusu, razen inkubacije celičnih 
kultur, centrifugiranja, štetja celic in merjenja fluorescence in luminiscence, smo izvajali 
pod sterilnimi pogoji v komori LAF. Pred vsakim posegom v komoro smo si rokavice 
razkužili s 70% etanolom, delovno površino v njej pa pred vsako dejavnostjo prav tako 
očistili z omenjenim dezinfekcijskim sredstvom. Prav tako smo ves material, ki smo ga v 
komori uporabljali, pred vnosom vanjo očistili s 70% etanolom. Pred uporabo materialov, ki 
se hranijo v hladilniku oz. zamrzovalniku, smo jih najprej segreli v vodni kopeli na približno 
37 °C. 
2. ODMRZNITEV CELIC 
 
Pred uporabo smo morali celice HeLa-9903 najprej odmrzniti. Celično suspenzijo v 5% 
dimetil sulfoksidu (DMSO) smo odmrznili tako, da smo jo prenesli iz zamrzovalnika (-80 
°C) neposredno v vodno kopel (37 °C) in jo tam pustili tako dolgo, dokler se celice niso 
odmrznile. 
3. PRIPRAVA MEDIJA ZA GOJENJE CELIC (GOJIŠČA) 
 







glutamina in fenol 
rdečega 
51200087 Gibco  500 
Goveji serum, 
prečiščen z aktivnim 
ogljem (FBS-CS) 
16M289 Sigma  50 
L-glutamin 25030081 Sigma 200 mM1 5 




1Izhodno koncentracijo 200 mM smo 100x razredčili do končnih 2 mM. 
2Raztopina kanamicina iz Streptomyces kanamyceticus. 
4. NAGOJITEV CELIC 
 
Enemu mL odmrznjene celične suspenzije smo dodali 9 mL gojišča in centrifugirali 4 min 
pri 1000 obratih/min. Nato smo odstranili supernatant, celični usedlini pa dodali 1 mL 
gojišča in dobro resuspendirali. V centrifugirko smo dodali še 4 mL gojišča in celično 
suspenzijo prenesli v gojitveno posodo, ki smo jo nato postavili v inkubator. Tako 
pripravljena celična suspenzija je predstavljala 3. pasažo (P3). Po protokolu OECD je za 
začetek izvajanja poskusov potrebno uporabiti celično linijo, ki je bila zamrznjena pri 
pasažah >P1 (9). Hkrati pa poskusov ne smemo izvajati s celicami iz pasaž, ki >P40. Glede 
na hitrost rasti človeške celične linije HeLa-9903 bi v našem primeru to pomenilo, da lahko 
poskuse izvajamo malo manj kot 3 mesece. Zadnji poskus smo tako izvedli s celicami pasaže 
P18. 
Dan po začetku celične inkubacije je sledila menjava gojišča. Iz gojitvene posode smo 
gojišče odstranili, s čimer smo se znebili tudi mrtvih celic, ki se niso pritrdile na plastično 
rastno površino. Nato smo dodali enak volumen svežega gojišča in gojitveno posodo prenesli 
v inkubator. 
5. PRESAJANJE CELIC 
 
Presajanje celic je predstavljalo prvi korak vsakega neodvisnega poskusa. 2x tedensko, s 
tridnevnim razmikom, smo izvajali naslednja opravila: najprej smo odstranili gojišče iz 
gojitvene posode in vanjo odpipetirali 5 ml fosfatnega pufra (PBS), dobro sprali celično 
kulturo in ga odstranili, s čimer smo se znebili vseh snovi (predvsem seruma), ki bi lahko 
motile nadaljnji postopek. Nato smo v gojitveno posodo dodali 2,5 mL raztopine tripsina, 
dobro premešali in jo za 4 minute pustili v inkubatorju. Tripsin je v tem času odlepil pritrjene 
celice z rastne površine. V gojitveno posodo smo takoj po končani inkubaciji dodali še 7,5 
mL gojišča in z vsrkavanjem v in izpuščanjem celične suspenzije iz pipete sprali njeno 
notranjost. Celično suspenzijo smo prenesli v centrifugirko in jo centrifugirali 4 min pri 1000 
obratih/min. Po končanem postopku smo odstranili supernatant, celični usedlini pa dodali 1 
mL gojišča in jo dobro resuspendirali. V centrifugirko smo dodali še 4 mL gojišča, tako da 




6. ŠTETJE CELIC 
 
V mikroepruveto Eppendorf smo odpipetirali 40 μL raztopine tripan modrega in 40 μL 
celične suspenzije in vsebino dobro pretresli. Izven komore smo 10 μL te zmesi prenesli na 
hemocitometer in celice s pomočjo invertnega svetlobnega mikroskopa prešteli. Štetje celic 
temelji na tem, da barvilo tripan modro prehaja samo v mrtve celice, ki se na ta način 
obarvajo modro, žive pa ostanejo neobarvane, pri čemer pri štetju upoštevamo le slednje 
(30). Štejemo samo celice, ki se nahajajo znotraj štirih kvadrantov števne mreže (I, II, III in 
IV) (Slika 4, levo), pri čemer upoštevamo le tiste, ki so v srednjem delu ali na zgornjem oz. 
levem robu mreže (na sliki 4, desno, označene kot prazne bele pike ali pike z zeleno 
kljukico), tistih, ki se nahajajo na spodnjem oz. desnem robu posameznega kvadranta pa ne 
(na sliki 4, desno, označene kot bele pike z rdečim križcem) (30). 
 
SLIKA 4: LEVO: MREŽA HEMOCITOMETRA S ŠTIRIMI STRANSKIMI KVADRANTI, V KATERIH ŠTEJEMO 
CELICE; DESNO: POSAMEZEN KVADRANT, SESTAVLJEN IZ 4×4 MANJŠIH KVADRATOV IN STRANSKIH 
ROBOV; POVZETO PO (30). 
 
Koncentracijo celic, izraženo s številom celic/mL celične suspenzije, smo dobili tako, da 
smo povprečno število preštetih celic, ki smo ga dobili s seštevkom preštetih celic v vseh 
štirih kvadrantih, deljenim s 4, pomnožili z 2 (2x redčitev celične suspenzije z raztopino 
tripan modrega) ter s korekcijskim faktorjem 104 (za 1 mL): 
Št. celic/mL = x×2×104, pri čemer je: 
x: povprečna vrednost števila celic, preštetih v štirih kvadrantih hemocitometra. 




Preostanek (malo manj kot 5 mL) celične suspenzije smo nato uporabili za nanos celic na 
mikrotitrsko ploščo in za njihovo ponovno gojenje v gojitveni posodi. Če je bilo število celic 
v začetni suspenziji dovolj veliko, smo jih del zamrznili in shranili na -80 °C. 
6.1 NANOS CELIČNE SUSPENZIJE NA MIKROTITRSKO PLOŠČO 
 
Uporabljali smo mikrotitrske plošče s 96 vdolbinicami. Po protokolu OECD smo v vsako 
vdolbinico nanesli po 100 µL celične suspenzije s koncentracijo 1×105 celic/mL, kar pomeni, 
da smo za nanos na eno ploščo v vsakem neodvisnem poskusu potrebovali 96×0,1 mL oz. 
9,6 mL celične suspenzije (9). K temu smo prišteli še približno 3 mL prebitka, tako da smo 
pripravili končnih 12,6 mL suspenzije. Volumen V2, ki je potreben za doseg celične 
koncentracije 1×105 celic/mL, smo izračunali s pomočjo naslednje enačbe: 
V1×c1 = V2×c2 
12,6 mL×1×105 celic/mL = V2×x×2×10
4 
V2 = (12,6 mL×1×10
5 celic/mL)/(x×2×104), pri čemer je: 
V1: volumen celične suspenzije, ki ga potrebujemo za nanos na eno mikrotitrsko ploščo [12 mL]. 
c1: koncentracija celične suspenzije, ki jo potrebujemo v posamezni vdolbinici [1×105 celic/mL]. 
V2: volumen začetne celične suspenzije, potreben za doseg koncentracije 1×105 celic/mL [mL]. 
c2: koncentracija začetne celične suspenzije [št. celic/mL]. 
x: povprečna vrednost števila celic, preštetih v štirih kvadrantih hemocitometra. 
ENAČBA 2: IZRAČUN VOLUMNA ZAČETNE CELIČNE SUSPENZIJE, POTREBNEGA ZA PRIPRAVO 
CELIČNE SUSPENZIJE S KONCENTRACIJO 1×105 CELIC/ML. 
Po izračunu volumna V2 smo temu v centrifugirki dodali ustrezno količino gojišča, do 
končnega volumna 12,6 mL. Z večkanalno pipeto smo v vsako vdolbinico na mikrotitrski 
plošči prenesli po 100 μL pripravljene celične suspenzije in ploščo dali v inkubator za 3 ure, 
da so se celice pritrdile na dno (9). 
6.2 GOJENJE CELIC 
 
Koncentracija 0,9×106 celic/mL se je na osnovi naših poskusov izkazala kot optimalna za 
pomnoževanje celic v gojitveni posodi tekom 3 dni, saj je v tem času celična kultura dosegla 
80% konfluenco, kar zadošča za njihovo presajanje v novo pasažo. Koncentracija 0,75×106 
celic/mL pa se je izkazala kot optimalna za 4-dnevno inkubacijo, tekom katere je bila prav 
tako dosežena 80% poraščenost rastne površine. Kot smo že omenili, smo s pomočjo Enačbe 




suspenzije, ki smo ga potrebovali za doseg želene začetne koncentracije celic v gojitveni 
posodi, pa smo izračunali s pomočjo naslednje enačbe: 
x×2×104…..1 mL 
0,9 oz. 0,75×106…..x 
x = (0,9 oz. 0,75×106×1 mL)/(x×2×104), pri čemer je: 
x: povprečna vrednost števila celic, preštetih v štirih kvadrantih hemocitometra. 
x: volumen začetne celične suspenzije, potreben za doseg koncentracije 0,9 oz. 0,75×106 celic/mL [mL]. 
ENAČBA 3: IZRAČUN VOLUMNA ZAČETNE CELIČNE SUSPENZIJE, POTREBNEGA ZA PRIPRAVO 
CELIČNE SUSPENZIJE S KONCENTRACIJO 0,9 OZ. 0,75×106 CELIC/ML. 
Po izračunu volumna x smo k izhodiščni celični suspenziji v gojitveni posodi dodali ustrezno 
količino gojišča, do končnega volumna 10 mL, in posodo postavili v inkubator, kjer smo jo 
pustili 3 dni, do naslednjega presajanja v novo pasažo. 
6.3 ZAMRZOVANJE CELIC 
 
Za zamrzovanje celic smo v vsako od petih predhodno označenih kriovial odpipetirali po 1 
mL začetne celične suspenzije. V vsako smo dodali še 50 µL 100% DMSO, tako da smo 
dobili ustrezno koncentracijo celic v 5% DMSO. Tako pripravljene celične suspenzije 
nekaterih posameznih pasaž smo zamrznili in shranili na -80 °C. 
7. TRETIRANJE CELIC NA MIKROTITRSKI PLOŠČI S PRESKUŠANIMI 
SPOJINAMI 
 
7.1 PRIPRAVA RAZTOPIN PRESKUŠANIH SPOJIN 
 
Nekatere kontrolne in testne spojine določenih koncentracij so že bile zamrznjene v 100% 
DMSO, nekatere pa smo morali najprej natehtati na analitski tehtnici in jih nato v 
mikroepruveti raztopiti v omenjenem topilu, da smo pripravili njihove izhodne raztopine z 
ustrezno koncentracijo. Pred tehtanjem smo najprej določili želeno izhodno koncentracijo 
posamezne spojine. Volumen 100% DMSO, v katerem smo njeno zatehto raztopili, smo 







V = m/(M×c), pri čemer je: 
V: volumen 100% DMSO, potreben za pripravo raztopine spojine z želeno izhodno koncentracijo [L]. 
m: masa natehtane spojine [g]. 
M: molska masa spojine [g/mol]. 
c: izhodna koncentracija raztopine spojine [mol/L]. 
ENAČBA 4: IZRAČUN VOLUMNA 100% DMSO, POTREBNEGA ZA PRIPRAVO OSNOVNE RAZTOPINE 
SPOJINE Z ŽELENO KONCENTRACIJO. 
 
Po protokolu OECD je izbira topila odvisna od njegovih sposobnosti raztapljanja kontrolnih 
in testnih spojin ter mešanja s celičnim gojiščem (9). Topila, ki so primerna za človeško 
celično linijo HeLa-9903, so: prečiščena voda in etanol v količinah, ki ne škodijo celicam, 
ter DMSO, katerega koncentracija ne sme preseči 0,1% (v/v). Izbrano topilo pri največji 
uporabljeni koncentraciji (v/v) oz. volumnu ne sme biti citotoksično in ne sme vplivati na 
izvedbo poskusa. Preskušane koncentracije raztopin spojin morajo ostati v mejah njihove 
topnosti v topilu in prav tako ne smejo biti citotoksične, v nasprotnem primeru je lahko 
signifikantno spremenjen ali onemogočen izris tipične sigmoidne krivulje merjenega odziva, 
v odvisnosti od log(c). Zato za zanesljive rezultate upoštevamo samo tiste, pri katerih je 
živost reporterskih celic >80% (9). 
Izhodne raztopine spojin določenih koncentracij smo nato ustrezno redčili (9). Za prvo 
redčitev izhodne raztopine smo uporabili celično gojišče tako, da smo dobili želeno 
koncentracijo. Vse nadaljnje redčitve pa smo izvedli z dodajanjem 0,3% DMSO v gojišču. 
Pripravili smo ga tako, da smo 30 µL 100% DMSO dodali v 10 mL gojišča. 
Primer redčitve izhodne raztopine spojine: 
                                   1. redčitev: 1,5 µL 50 mM raztopine spojine odpipetiramo v 498,5 µL gojišča  
izhodna raztopina spojine: 50 mM                                                                              150 mM raztopina spojine 
 
Preglednica VII: Primer redčitev raztopin spojin z 0,3% DMSO v gojišču. 
2. redčitev: 250 µL 150 μM raztopine spojine odpipetiramo v 250 µL 0,3% DMSO v gojišču 
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Opomba k preglednici VII: pripravljali smo koncentracije raztopin spojin in topil, ki so 3x 
večje od teh, prikazanih v preglednici. Te namreč predstavljajo končne koncentracije v 
posameznih vdolbinicah mikrotitrske plošče, saj se je po nanosu 50 µL raztopine spojine z 
določeno koncentracijo v posamezno vdolbinico njena koncentracija 3x zmanjšala zaradi 
prisotnosti 100 μL celične suspenzije, ki smo jih v vdolbinice dodali pred samim nanosom 
spojin. Podobno se je koncentracija 0,3% DMSO v gojišču 3x zmanjšala na 0,1%. 
7.2 NANOS RAZTOPIN PRESKUŠANIH SPOJIN NA MIKROTITRSKO 
PLOŠČO 
 
Najprej smo preskušali agonistično delovanje kontrolnih spojin, v nadaljevanju pa še 
izbranih izoflavonoidov in bisfenolov (9). Na mikrotitrsko ploščo smo z večkanalno pipeto 
odpipetirali po 50 µL raztopine spojine, tako da smo v posamezni vdolbinici dobili končnih 
150 μL vzorca. Na ploščo smo vsako koncentracijo posamezne spojine odpipetirali v vsaj 
treh ponovitvah (9). 
V vsak neodvisen poskus smo na mikrotitrski plošči poleg kontrolnih oz. testnih spojin 
vključili tudi ustrezne kontrole (9): 
• slepa (brez celic, samo 0,1% DMSO v gojišču) 
• topilo (VC; 0,1% DMSO v gojišču) 
• pozitivna kontrola (PC) za agonizem (1 nM raztopina E2 v gojišču) 
Vključitev omenjenih kontrol je bila potrebna za pridobitev informacij, ali testna metoda 
deluje pod uporabljenimi pogoji ter za primerjavo rezultatov posameznih neodvisnih 
poskusov (9). Poleg tega smo odzive na kontrole pri vrednotenju rezultatov lahko primerjali 
z odzivi na testirane spojine (9). 
Po dodatku kontrolnih oz. testnih spojin in kontrol k reporterskim celicam smo mikrotitrsko 
ploščo inkubirali 21,5 ur (9). V primeru, da je določena spojina delovala kot agonist na 






7.2.1 KONTROLNE SPOJINE, DOLOČENE PO PROTOKOLU OECD 
 
Preglednica VIII: Nanos pozitivnih in negativnih kontrolnih spojin na mikrotitrsko ploščo 
(9). 
 E21 = = = 17α-E22 = = = COR3 = = = 
 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 
A 10 nM = = = 1 µM = = = 100 µM = = = 
B 1 nM = = = 100 nM = = = 10 μM = = = 
C 100 pM  = = = 10 nM = = = 1 µM = = = 
D 10 pM = = = 1 nM  = = = 100 nM = = = 
E 1 pM = = = 100 pM = = = 10 nM = = = 
F 0,1 pM = = = 10 pM = = = 1 nM = = = 
G 0,01 pM = = = 1 pM = = = 100 pM = = = 
H VC = = = = = PC = = slepa = = 
1Močan agonist. 
2Šibek agonist. 
3Nima agonističnega delovanja. 
7.2.2 TESTIRANI IZOFLAVONOIDI 
 
Preglednica IX: Nanos 1. serije testiranih izoflavonoidov na mikrotitrsko ploščo. 
 GEN = = FORM = = BIO-A = = R,S-EQ = = 
 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 
A 25 µM = = 25 μM = = 25 μM = = 25 µM = = 
B 10 μM = = 10 μM = = 10 μM = = 10 μM = = 
C 5 μM = = 1 µM = = 1 µM = = 5 μM = = 
D 1 μM = = 0,1 µM = = 0,1 µM = = 1 μM = = 
E 0,1 μM = = 0,01 μM  = = 0,01 μM  = = 0,1 μM = = 
F 0,01 μM = = 0,001 μM = = 0,001 μM = = 0,01 μM = = 
G VC = = = = = PC = = = = = 







Preglednica X: Nanos 2. serije testiranih izoflavonoidov na mikrotitrsko ploščo. 
 ONO = = GLI = = DAZ = = CALY = = 
 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 
A 25 µM = = 25 µM = = 25 µM = = 25 µM = = 
B 10 μM = = 10 μM = = 10 μM = = 10 μM = = 
C 5 μM = = 5 μM = = 5 μM = = 5 μM = = 
D 1 μM = = 1 μM = = 1 μM = = 1 μM = = 
E 0,1 μM = = 0,1 μM = = 0,1 μM = = 0,1 μM = = 
F 0,01 μM = = 0,01 μM = = 0,01 μM = = 0,01 μM = = 
G VC = = = = = PC = = = = = 
H          slepa = = 
 
Preglednica XI: Nanos 3. serije testiranih izoflavonoidov na mikrotitrsko ploščo. 
 PUE = = PRU = = CLA = = S-EQ = = 
 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 
A 25 µM = = 25 µM = = 25 µM = = 25 µM = = 
B 10 μM = = 10 μM = = 10 μM = = 10 μM = = 
C 5 μM = = 5 μM = = 5 μM = = 5 μM = = 
D 1 μM = = 1 μM = = 1 μM = = 1 μM = = 
E 0,1 μM = = 0,1 μM = = 0,1 μM = = 0,1 μM = = 
F 0,01 μM = = 0,01 μM = = 0,01 μM = = 0,01 μM = = 
G VC = = = = = PC = = = = = 
H          slepa = = 
 
7.2.3 TESTIRANI BISFENOLI 
 
Preglednica XII: Nanos testiranih bisfenolov na mikrotitrsko ploščo. 
 BPA = = BPS = = BPF = = BPAF = = 
 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 
A 50 µM = = 50 µM = = 50 µM = = 50 µM = = 
B 25 μM = = 25 μM = = 25 μM = = 25 μM = = 
C 10 μM = = 10 μM = = 10 μM = = 10 μM = = 




E 1 μM = = 1 μM = = 1 μM = = 1 μM = = 
F 0,1 μM = = 0,1 μM = = 0,1 μM = = 0,1 μM = = 
G 0,01 μM = = 0,01 μM = = 0,01 μM = = 0,01 μM = = 
H VC = = = = = PC = = slepa = = 
 
7.2.4 KOMPETITIVNI TEST 
 
Pri testiranih spojinah, ki so v testih delovale pozitivno in pri katerih smo sumili na 
prekomerno oz. super-indukcijo gena za luciferazo, smo dodatno izvedli še kompetitivni test. 
Omenjeni pojav smo opazili predvsem pri izoflavonoidih. Namen izvedbe kompetitivnega 
testa je preveriti, ali je luminiscenčni signal dejansko posledica sproženja gena za luciferazo 
po vezavi določene spojine na hERα, ali pa ta morda deluje na detekcijski sistem preko kakih 
drugih mehanizmov, npr. z neposredno aktivacijo luciferaze (9). Vsi drugačni mehanizmi 
delovanja bi namreč povzročili lažno pozitivne rezultate, pri čemer bi bil izris krivulje 
merjenega odziva, v odvisnosti od log(c), nepopoln oz. nenavaden. Če obstaja sum na 
drugačen mehanizem delovanja, moramo na mikrotitrski plošči uporabiti antagonist hERα, 
npr. OHT, da raziščemo vzrok za sproženje reporterskega gena (9). 
Kompetitivne teste smo izvedli po enakem postopku kot tiste za določanje agonizma, le da 
smo v tem primeru na mikrotitrsko ploščo poleg posamezne raztopine testne spojine v 
gojišču oz. 0,3% DMSO v gojišču (odvisno od koraka redčitve) nanesli tudi raztopino testne 
spojine v prisotnosti 30 µM raztopine OHT v gojišču (9). Omenjeno raztopino smo pripravili 
tako, da smo v 12 mL gojišča dodali 36 µL 10 mM raztopine OHT v gojišču. Prav tako smo 
pripravili tudi mešanico raztopin 30 µM OHT + 3 nM E2 (oboje v gojišču), pri čemer smo 
ustreznemu volumnu 3 nM raztopine E2 v gojišču dodali ustrezen volumen 10 mM raztopine 
OHT v gojišču in tako dobili raztopino 30 µM OHT s 3 nM E2 v gojišču (po nanosu v 
posamezno vdolbinico na mikrotitrski plošči sta se omenjeni koncentraciji 3x razredčili). 
V vsak neodvisen poskus smo na mikrotitrski plošči poleg kontrolnih oz. testnih spojin 
vključili tudi naslednje kontrole (9): 
• slepa (brez celic, samo 0,1% DMSO v gojišču) 
• VC (0,1% DMSO v gojišču) 




• 10 µM raztopina OHT v gojišču 
• raztopina 10 µM OHT + 1 nM E2 v gojišču 
Preglednica XIII: Nanos 1. serije testiranih izoflavonoidov na mikrotitrsko ploščo. 
 ONO = = ONO + 10 
µM OHT 
= = CALY = = CALY + 10 
µM OHT 
= = 
 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 
A 25 µM = = 25 µM = = 25 µM = = 25 µM = = 
B 10 µM = = 10 µM = = 10 µM = = 10 µM = = 
C 5 µM = = 5 µM = = 5 µM = = 5 µM = = 
D 1 µM = = 1 µM = = 1 µM = = 1 µM = = 
E 0,1 µM = = 0,1 µM = = 0,1 µM = = 0,1 µM = = 
F 0,01 µM = = 0,01 µM = = 0,01 µM = = 0,01 µM = = 
G VC = = = = = PC = = = = = 
H 10 µM OHT = = = = = 10 µM OHT + 
1 nM E2 
= = slepa = = 
 
Preglednica XIV: Nanos 2. serije testiranih izoflavonoidov na mikrotitrsko ploščo. 
 FORM = = FORM + 10 
µM OHT 
= = BIO-A = = BIO-A + 10 
µM OHT 
= = 
 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 
A 25 µM = = 25 µM = = 25 µM = = 25 µM = = 
B 10 µM = = 10 µM = = 10 µM = = 10 µM = = 
C 5 µM = = 5 µM = = 5 µM = = 5 µM = = 
D 1 µM = = 1 µM = = 1 µM = = 1 µM = = 
E 0,1 µM = = 0,1 µM = = 0,1 µM = = 0,1 µM = = 
F 0,01 µM = = 0,01 µM = = 0,01 µM = = 0,01 µM = = 
G VC = = = = = PC = = = = = 
H 10 µM OHT = = = = = 10 µM OHT + 
1 nM E2 







Preglednica XV: Nanos 3. serije testiranih izoflavonoidov na mikrotitrsko ploščo. 
 GEN = = GEN + 10 
µM OHT 
= = S-EQ = = S-EQ + 10 
µM OHT 
= = 
 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 
A 25 µM = = 25 µM = = 25 µM = = 25 µM = = 
B 10 µM = = 10 µM = = 10 µM = = 10 µM = = 
C 5 µM = = 5 µM = = 5 µM = = 5 µM = = 
D 1 µM = = 1 µM = = 1 µM = = 1 µM = = 
E 0,1 µM = = 0,1 µM = = 0,1 µM = = 0,1 µM = = 
F 0,01 µM = = 0,01 µM = = 0,01 µM = = 0,01 µM = = 
G VC = = = = = PC = = = = = 
H 10 µM OHT = = = = = 10 µM OHT + 
1 nM E2 
= = slepa = = 
 
8. PREVERJANJE ŽIVOSTI REPORTERSKIH CELIC 
 
Živost reporterskih celic smo preverjali v vsakem posameznem neodvisnem poskusu. Pred 
prvim preverjanjem smo v več mikroepruvetah pripravili 400 µM raztopine resazurina v 
PBS, ki smo jih zamrznili. Pred vsakim neodvisnim poskusom smo nato po eno izmed njih 
v vodni kopeli segreli na 37 °C ter jo uporabili. Po 21,5-urni celični inkubaciji s testiranimi 
spojinami smo z večkanalno pipeto v vsako vdolbinico dodali po 10 µL 400 µM raztopine 
resazurina. Ker je ta občutljiv na svetlobo, smo mikrotitrsko ploščo po tem ovili z alu-folijo, 
s spojino pa rokovali brez prižgane luči v komori LAF. Takoj po dodatku resazurina smo 
izmerili fluorescenco ozadja pri λ=530 nm in λ=590 nm. Nato smo ploščo ponovno ovili z 
alu-folijo in jo inkubirali še 2,5 uri. V tem času so celice, pod pogojem, da so bile metabolno 
aktivne, resazurin pretvorile v fluorescentni resorufin, katerega fluorescenco smo takoj po 
preteku inkubacije izmerili pri prej omenjenih valovnih dolžinah. Na podlagi rezultatov teh 
meritev in predhodnih meritev fluorescence ozadja smo nato določili živost reporterskih 
celic. Če se je slednja zmanjšala za več kot je predpisano v protokolu, smo smatrali, da je 






SLIKA 5: KEMIJSKA PRETVORBA RESAZURINA V RESORUFIN Z NAD(P)H DEHIDROGENAZO V ŽIVIH 
CELICAH; POVZETO PO (31). 
 
9. DOLOČANJE ESTROGENE AKTIVNOSTI TESTIRANIH SPOJIN 
 
Po končni, drugi meritvi fluorescence za preverjanje živosti celic, smo odstranili 
supernatante iz vdolbinic in vsako sprali s po 100 µL PBS. Pufer smo odstranili in v vsako 
vdolbinico dodali po 25 µL lizirnega pufra (CCLR) ter pustili mikrotitrsko ploščo stati 5 min 
pri sobni temperaturi. V tem času je prišlo do lize celic in posledične sprostitve luciferaze v 
okoliško tekočino. Nato smo v vsako vdolbinico dodali še 25 µL raztopine luciferina, ki je 
substrat za luciferazo. Ker je luciferin občutljiv na svetlobo, smo mikrotitrsko ploščo po 
njegovem dodatku ovili z alu-folijo. Encim ga je nato pretvoril v luminiscentni oksiluciferin, 
katerega svetilnost smo nemudoma izmerili na avtomatskem čitalcu mikrotitrskih plošč. 
 
SLIKA 6: KEMIJSKA PRETVORBA LUCIFERINA V OKSILUCIFERIN S KATALIZATORJEM LUCIFERAZO IN 
KOFAKTORJEM ATP; POVZETO PO (32). 
 
10. STATISTIČNA ANALIZA MERITEV 
 
Čeprav trenutno ne obstaja enovita metoda za vrednotenje rezultatov, ki jih pridobimo s testi 
STTA, velja, da morajo biti rezultati podani tako kvalitativno (določitev pozitivno in 
negativno delujočih spojin) kot kvantitativno (določitev vrednosti PCMAX, RPCMAX in EC50, 
za pozitivno delujoče spojine pa tudi PC10 in, v kolikor je možno, še PC50) (9). Za določitev 
vrednosti EC50 je namreč potreben izris celotne krivulje merjenega odziva, v odvisnosti od 
log(c), vendar to ni vedno možno. Koncentracijsko območje testiranih spojin je namreč 




10.1 TEST CITOTOKSIČNOSTI 
 
Vrednosti meritev, pridobljene z merjenjem intenzitete fluorescence, smo z računalniškim 
programom Microsoft Excel (Microsoft, WT, ZDA) analizirali tako kot sledi: 
1. Izračunali smo povprečno vrednost slepe kontrole. 
2. Odšteli smo jo od vrednosti vseh meritev testiranih koncentracij spojin, da smo podatke 
normalizirali. 
3. Izračunali smo povprečno normalizirano vrednost VC. 
4. Normalizirane vrednosti vseh testiranih koncentracij spojin smo delili s povprečno 
normalizirano vrednostjo VC, da smo dobili relativno transkripcijsko aktivnost (RTA), glede 
na normalizirano vrednost VC (vrednost RTA normalizirane vrednosti VC je =100%); 
uporabili smo naslednjo enačbo: 
RTA = 
 𝑣𝑟𝑒𝑑𝑛𝑜𝑠𝑡 𝑚𝑒𝑟𝑖𝑡𝑣𝑒 𝑡𝑒𝑠𝑡𝑖𝑟𝑎𝑛𝑒 𝑠𝑝𝑜𝑗𝑖𝑛𝑒 – 𝑝𝑜𝑣𝑝𝑟.  𝑣𝑟𝑒𝑑𝑛𝑜𝑠𝑡 𝑚𝑒𝑟𝑖𝑡𝑣𝑒 𝑠𝑙𝑒𝑝𝑒 𝑘𝑜𝑛𝑡𝑟𝑜𝑙𝑒
𝑝𝑜𝑣𝑝𝑟.  (𝑣𝑟𝑒𝑑𝑛𝑜𝑠𝑡 𝑚𝑒𝑟𝑖𝑡𝑣𝑒 𝑉𝐶 – 𝑝𝑜𝑣𝑝𝑟.  𝑣𝑟𝑒𝑑𝑛𝑜𝑠𝑡 𝑚𝑒𝑟𝑖𝑡𝑣𝑒 𝑠𝑙𝑒𝑝𝑒 𝑘𝑜𝑛𝑡𝑟𝑜𝑙𝑒)
 
ENAČBA 5: IZRAČUN RELATIVNE TRANSKRIPCIJSKE AKTIVNOSTI POSAMEZNE SPOJINE Z DOLOČENO 
KONCENTRACIJO, GLEDE NA NORMALIZIRANO VREDNOST VC. 
 
5. Izračunali smo povprečno vrednost RTA, določeno pri posameznih koncentracijah 
preskušanih spojin. 
10.2 DOLOČANJE AGONISTIČNEGA DELOVANJA 
 
Vrednosti meritev luminiscence smo v računalniškem programu Microsoft Excel analizirali 
skladno z naslednjimi koraki (9): 
1. Izračunali smo povprečno vrednost VC. 
2. Odšteli smo jo od vrednosti vseh meritev testiranih koncentracij spojin, s čimer smo 
podatke normalizirali. 
3. Izračunali smo povprečno normalizirano vrednost PC. 
4. Normalizirano vrednost vsake od meritev testiranih koncentracij spojin smo delili s 
povprečno normalizirano vrednostjo PC, da smo izračunali RTA, glede na normalizirano 






 𝑣𝑟𝑒𝑑𝑛𝑜𝑠𝑡 𝑚𝑒𝑟𝑖𝑡𝑣𝑒 𝑡𝑒𝑠𝑡𝑖𝑟𝑎𝑛𝑒 𝑠𝑝𝑜𝑗𝑖𝑛𝑒 – 𝑝𝑜𝑣𝑝𝑟.  𝑣𝑟𝑒𝑑𝑛𝑜𝑠𝑡 𝑚𝑒𝑟𝑖𝑡𝑣𝑒 𝑉𝐶
𝑝𝑜𝑣𝑝𝑟.  (𝑣𝑟𝑒𝑑𝑛𝑜𝑠𝑡 𝑚𝑒𝑟𝑖𝑡𝑣𝑒 𝑃𝐶 – 𝑝𝑜𝑣𝑝𝑟.  𝑣𝑟𝑒𝑑𝑛𝑜𝑠𝑡 𝑚𝑒𝑟𝑖𝑡𝑣𝑒 𝑉𝐶)
 
ENAČBA 6: IZRAČUN RELATIVNE TRANSKRIPCIJSKE AKTIVNOSTI POSAMEZNE SPOJINE Z DOLOČENO 
KONCENTRACIJO, GLEDE NA NORMALIZIRANO VREDNOST PC. 
 
5. Izračunali smo povprečno vrednost RTA, določeno pri posameznih koncentracijah 
preskušanih spojin. 
 
S pomočjo Excelovega dokumenta z vstavljenimi formulami, ki so ga izdelali za vrednotenje 
agonističnega delovanja preskušanih spojin v testu STTA, smo nato za vse testirane spojine 
izračunali vrednosti PC10, PC50, PCMAX in RPCMAX, za kontrolne spojine pa njihove 
logaritemske vrednosti (33). Najprej smo analizirali agonistične aktivnosti kontrolnih spojin. 
Če so pri njih bili izpolnjeni vsi trije kriteriji sprejemljivosti posameznega testa, ki jih 
navajamo v nadaljnjem poglavju z rezultati, smo nadaljevali z analizo testiranih spojin, pri 
čemer pa smo bili pozorni le še na 2. in 3. kriterij (9). Po potrjeni zadostitvi kriterijev 
sprejemljivosti smo lahko izrisali krivulje merjenih odzivov (RTA), v odvisnosti od log(c), 
s pomočjo katerih smo nato določili vrednosti EC50 (33). V ta namen smo uporabili program 






1. TEST CITOTOKSIČNOSTI 
1.1 KRITERIJ ZA VREDNOTENJE REZULTATOV 
 
V kolikor se je živost reporterskih celic, izražena v obliki RTA, glede na normalizirano 
vrednost VC, pri posamezni koncentraciji preskušane spojine zmanjšala za >20%, v vsaj 
dveh od dveh ali dveh od treh ponovitev, smo upoštevali, da je spojina pri tej koncentraciji 
delovala citotoksično, zato te koncentracije v nadaljevanju nismo uporabili za določanje 
agonističnega delovanja. 
1.2 REZULTATI TESTIRANJA POTENCIALNE CITOTOKSIČNOSTI 
PRESKUŠANIH SPOJIN 
 
1.2.1 KONTROLNE SPOJINE, DOLOČENE PO PROTOKOLU OECD 
 
V prvem neodvisnem poskusu smo preverjali živost reporterskih celic po njihovi inkubaciji 
s kontrolnimi spojinami, E2, 17α-estradiolom (17α-E2) in kortikosteronom (COR). Rezultati 






SLIKA 7: GRAFIČNA PREDSTAVITEV POVPREČNE ŽIVOSTI REPORTERSKIH CELIC HELA-9903, V 
ODVISNOSTI OD UPORABE POSAMEZNIH KONCENTRACIJ KONTROLNIH SPOJIN. ŽIVOST JE 
PODANA ZA VSAKO TESTIRANO KONCENTRACIJO PRI POSAMEZNI SPOJINI. VREDNOST 1, OZNAČENA 
Z ORANŽNO ČRTKANO ČRTO, OZNAČUJE KONTROLNO VREDNOST VC. VREDNOST 0,8, OZNAČENA S 
ČRNO ČRTKANO ČRTO, OZNAČUJE MEJO CITOTOKSIČNEGA UČINKA. PRIPADAJOČI STANDARDNI 
ODKLONI PREDSTAVLJAJO ODKLONE OD POVPREČNIH VREDNOSTI MERITEV VSEH TESTIRANIH 
SPOJIN PRI POSAMEZNIH KONCENTRACIJAH. 
 
Živost reporterskih celic se pri nobeni od testiranih koncentracij kontrolnih spojin ni 
zmanjšala za >20%, kar pomeni, da nobena od preskušanih spojin ni delovala citotoksično. 
V primeru 10 nM in 1 nM raztopinah E2 ter pri 100 nM raztopini 17α-E2 smo določili celo 
malenkost večjo metabolno aktivnost, v primerjavi s kontrolno vrednostjo VC (Slika 7). 
1.2.2 TESTIRANI IZOFLAVONOIDI 
 
V naslednjih neodvisnih poskusih smo preverjali živost reporterskih celic po njihovi 
inkubaciji s testiranimi spojinami. Najprej smo preverjali izbrane izoflavonoide. V 1. seriji 
poskusov smo testirali genistein (GEN), formononetin (FORM), biokanin-A (BIO-A) in R,S-







10 1,040 0,879 0,929
1 1,012 0,895 0,830





















SLIKA 8: GRAFIČNA PREDSTAVITEV POVPREČNE ŽIVOSTI REPORTERSKIH CELIC HELA-9903, V 
ODVISNOSTI OD POSAMEZNIH KONCENTRACIJ IZOFLAVONOIDOV, TESTIRANIH V 1. SERIJI 
POSKUSOV. ŽIVOST JE PODANA ZA VSAKO TESTIRANO KONCENTRACIJO PRI POSAMEZNI SPOJINI. 
VREDNOST 1, OZNAČENA Z ORANŽNO ČRTKANO ČRTO, OZNAČUJE KONTROLNO VREDNOST VC. 
VREDNOST 0,8, OZNAČENA S ČRNO ČRTKANO ČRTO, OZNAČUJE MEJO CITOTOKSIČNEGA UČINKA. 
PRIPADAJOČI STANDARDNI ODKLONI PREDSTAVLJAJO ODKLONE OD POVPREČNIH VREDNOSTI 
MERITEV VSEH TESTIRANIH SPOJIN PRI POSAMEZNIH KONCENTRACIJAH. 
 
Živost reporterskih celic se pri nobeni od testiranih koncentracij izoflavonoidov ni zmanjšala 
za >20%, kar pomeni, da nobena ni delovala citotoksično. V primeru testiranih spojin GEN 
in FORM smo pri njunih višjih koncentracijah določili malenkost večjo metabolno aktivnost, 
v primerjavi z vrednostjo VC, v primeru spojine BIO-A pa je ta pri njeni najvišji preskušani 
koncentraciji (25 µM) povzročila še večji odziv kot GEN in FORM (Slika 8). Zato lahko 
sklepamo, da je 25 µM raztopina BIO-A vzpodbudila delitev celic. 
 
V 2. seriji poskusov smo testirali izoflavonoide ononin (ONO), glicitin (GLI), daidzein 
(DAZ) in kalikozin (CALY). Rezultati so prikazani v obliki grafikona na Sliki 9, pod katero 
sledi njihova razprava. 
 
GEN FORM BIO-A R,S-EQ
25 1,014 1,021 1,158 0,875
10 1,017 0,966 1,008 0,925
5 1,019 0,911
1 0,908 0,956 0,906 0,918
0,1 1,029 0,937 0,951 0,874

















SLIKA 9: GRAFIČNA PREDSTAVITEV POVPREČNE ŽIVOSTI REPORTERSKIH CELIC HELA-9903, V 
ODVISNOSTI OD POSAMEZNIH KONCENTRACIJ IZOFLAVONOIDOV, TESTIRANIH V 2. SERIJI 
POSKUSOV. ŽIVOST JE PODANA ZA VSAKO TESTIRANO KONCENTRACIJO PRI POSAMEZNI SPOJINI. 
VREDNOST 1, OZNAČENA Z ORANŽNO ČRTKANO ČRTO, OZNAČUJE KONTROLNO VREDNOST VC. 
VREDNOST 0,8, OZNAČENA S ČRNO ČRTKANO ČRTO, OZNAČUJE MEJO CITOTOKSIČNEGA UČINKA. 
PRIPADAJOČI STANDARDNI ODKLONI PREDSTAVLJAJO ODKLONE OD POVPREČNIH VREDNOSTI 
MERITEV VSEH TESTIRANIH SPOJIN PRI POSAMEZNIH KONCENTRACIJAH. 
 
Živost reporterskih celic se je pri uporabi 25 µM koncentracije CALY zmanjšala za >20%, 
kar pomeni, da je ta koncentracija spojine delovala citotoksično, zato je nismo uporabili za 
določanje agonističnega delovanja. V primerih spojin ONO, GLI in DAZ pa se živost celic 
pri nobeni od preskušanih koncentracij ni zmanjšala za >20%. Pri testiranju spojine ONO 
smo pri vseh preskušanih koncentracijah določili večjo metabolno aktivnost kot v primeru 
kontrole VC, pri čemer je bilo to povečanje pri dveh najvišjih koncentracijah, 25 µM in 10 
µM, razmeroma veliko (Slika 9). Zato lahko sklepamo, da je spojina ONO pospešila celično 
delitev. Pri testiranih spojinah GLI, DAZ in CALY pa smo večjo metabolno aktivnost, v 
primerjavi s kontrolo VC, določili pri nižjih koncentracijah (Slika 9). 
 
V 3. seriji poskusov smo testirali izoflavonoide puerarin (PUE), prunetin (PRU), kladrin 
(CLA) in S-ekvol (S-EQ). Rezultati so prikazani v obliki grafikona na Sliki 10, pod katero 
sledi njihova razprava. 
ONO GLI DAZ CALY
25 1,205 0,844 0,964 0,761
10 1,190 0,966 0,998 0,963
5 1,075 0,946 1,017 1,031
1 1,095 1,194 0,932 1,081
0,1 1,285 1,160 1,092 1,228


















SLIKA 10: GRAFIČNA PREDSTAVITEV POVPREČNE ŽIVOSTI REPORTERSKIH CELIC HELA-9903, 
V ODVISNOSTI OD POSAMEZNIH KONCENTRACIJ IZOFLAVONOIDOV, TESTIRANIH V 3. SERIJI 
POSKUSOV. ŽIVOST JE PODANA ZA VSAKO TESTIRANO KONCENTRACIJO PRI POSAMEZNI SPOJINI. 
VREDNOST 1, OZNAČENA Z ORANŽNO ČRTKANO ČRTO, OZNAČUJE KONTROLNO VREDNOST VC. 
VREDNOST 0,8, OZNAČENA S ČRNO ČRTKANO ČRTO, OZNAČUJE MEJO CITOTOKSIČNEGA UČINKA. 
PRIPADAJOČI STANDARDNI ODKLONI PREDSTAVLJAJO ODKLONE OD POVPREČNIH VREDNOSTI 
MERITEV VSEH TESTIRANIH SPOJIN PRI POSAMEZNIH KONCENTRACIJAH. 
 
Živost reporterskih celic se pri nobeni od testiranih koncentracij izoflavonoidov ni zmanjšala 
za >20%, kar pomeni, da nobena od preskušanih spojin, pri nobeni od uporabljenih 
koncentracij, ni delovala citotoksično. Vse štiri spojine so pri večini uporabljenih 
koncentracij povzročile večjo metabolno aktivnost celic, v primerjavi s kontrolo VC (Slika 
10). 
1.2.3 TESTIRANI BISFENOLI 
 
Nazadnje smo pa preverjali izbrane bisfenole, BPA, BPS, BPF in BPAF. Rezultati so 
prikazani v obliki grafikona na Sliki 11, pod katero sledi njihova razprava. 
 
PUE PRU CLA S-EQ
25 1,051 1,080 1,051 0,993
10 1,110 1,231 1,094 1,221
5 1,020 1,107 1,023 1,063
1 1,003 0,985 1,007 1,089
0,1 0,994 1,005 0,992 1,057


















SLIKA 11: GRAFIČNA PREDSTAVITEV POVPREČNE ŽIVOSTI REPORTERSKIH CELIC HELA-9903, 
V ODVISNOSTI OD POSAMEZNIH KONCENTRACIJ BISFENOLOV. ŽIVOST JE PODANA ZA VSAKO 
TESTIRANO KONCENTRACIJO PRI POSAMEZNI SPOJINI. VREDNOST 1, OZNAČENA Z ORANŽNO 
ČRTKANO ČRTO, OZNAČUJE KONTROLNO VREDNOST VC. VREDNOST 0,8, OZNAČENA S ČRNO 
ČRTKANO ČRTO, OZNAČUJE MEJO CITOTOKSIČNEGA UČINKA. PRIPADAJOČI STANDARDNI ODKLONI 
PREDSTAVLJAJO ODKLONE OD POVPREČNIH VREDNOSTI MERITEV VSEH TESTIRANIH SPOJIN PRI 
POSAMEZNIH KONCENTRACIJAH. 
 
Živost reporterskih celic se je pri uporabi 50 µM koncentracij BPA in BPF zmanjšala za 
>20%, kar je, glede na kriterije, pomenilo, da sta omenjena bisfenola pri tej koncentraciji 
delovala citotoksično, zato teh odmerkov nismo uporabili za nadaljnje določanje 
agonističnega delovanja. Živost celic se je izrazito zmanjšala tudi pri uporabi 50 µM 
koncentracije BPAF, zato tudi tega odmerka nismo mogli uporabiti za določanje 
agonističnega delovanja. Metabolna aktivnost celic se pri testiranju bisfenolov ni izrazito 
povišala, v primerjavi s kontrolo VC, pri nobeni od preskušanih koncentracij, z izjemo 25 
µM raztopine BPS, kar je povsem drugače kot pri nekaterih preučevanih izoflavonoidih 
(Slika 11). 
BPA BPS BPF BPAF
50 0,787 0,952 0,766 0,513
25 1,034 1,269 1,057 0,802
10 1,093 1,099 1,039 0,983
5 1,073 1,035 0,947 0,939
1 1,028 0,991 0,933 0,864
0,1 0,950 0,976 1,065 0,891
















2. DOLOČANJE AGONISTIČNEGA DELOVANJA 
 
2.1 KRITERIJI ZA SPREJEMLJIVOST TESTA 
 
1. Rezultati testiranj posameznih kontrolnih spojin so morali ustrezati definiranim mejnim 
vrednostim, ki so prikazane v preglednici XVI (9). Če pride do odstopanj, je potrebno 
poiskati vzrok (npr. neustrezno rokovanje s celično linijo, premajhna koncentracija oz. 
odsotnost antibiotika v celičnem mediju, …) in poskus ponoviti. V kolikor pa se rezultati 
nahajajo znotraj predhodno določenih mejnih vrednosti, pa moramo za zagotavljanje 
minimalne variabilnosti vzdrževati enake pogoje v vseh neodvisnih poskusih, ki vključujejo 
dosledno uporabo predpisanih materialov, enakih celičnih pasaž in istih izvajalcev testov 
(9). 
Preglednica XVI: Definirane mejne vrednosti kontrolnih spojin (9). 







CAS No: 50-28-2 
-11,4 ~ -10,1 <-11 -11,3 ~ -10,1 0,7 ~ 1,5 10-14 ~ 10-8 M 
17α-E2 
CAS No: 57-91-0 
-9,6 ~ -8,1 -10,7 ~ -9,3 -9,6 ~ -8,4 0,9 ~ 2,0 10-12 ~ 10-6 M 
COR 
CAS No: 50-22-6 




CAS No: 58-18-4 
-6,0 ~ -5,1 -8,0 ~ -6,2 - - 10-11 ~ 10-5 M 
 
2. Povprečna luciferazna aktivnost PC je morala biti vsaj štirikrat večja od povprečne 
luciferazne aktivnosti negativne kontrole VC (9). 
3. 10% odziv reporterske celične linije na normalizirano vrednost PC je moral biti večji od 
(1+2SD) odziva na VC (odziv na VC =1) (9). 
Če torej zadostimo vsem trem omenjenim kriterijem sprejemljivosti, to dokazuje, da naša 




kontrolne spojine znani in dostopni v literaturi, smo naše izsledke lahko primerjali z 
literaturnimi ter tako preverili pravilnost izvedbe uporabljenega testa in stabilnost celične 
linije (9). 
2.2 KRITERIJ ZA VREDNOTENJE REZULTATOV 
 
Pozitivno delujoče spojine so bile tiste, pri katerih je bil njihov izračunan maksimalni odziv 
(RPCMAX) >10% odziva na PC, v vsaj dveh od dveh ali dveh od treh ponovitev (9). 
Negativno delujoče spojine pa so bile tiste, pri katerih je bila njihova izračunana vrednost 
RPCMAX <10% odziva na PC, v dveh od dveh ali dveh od treh ponovitev (9). 
2.2.1 KOMPETITIVNI TEST 
 
Če se učinek preskušane spojine po dodatku antagonista hERα (OHT) ni spremenil, je to 
pomenilo, da je spojina bila negativno delujoča oz., da je sprožila gen za luciferazo preko 
nekega drugega mehanizma in ne preko vezave na hERα, saj bi se v slednjem primeru njen 
agonistični učinek znižal zato, ker bi jo antagonist izpodrinil z receptorja (9). Testirana 
spojina je v takem primeru izzvala lažno pozitiven rezultat, ki smo ga seveda morali 
upoštevati pri vrednotenju rezultatov (9). 
Kadar je dodatek antagonista popolnoma ali vsaj delno zavrl učinek preskušane spojine, smo 
morali njeno delovanje opredeliti kot pozitivno oz. negativno na podlagi kriterija za 
vrednotenje rezultatov (9). V takem primeru je spojina sprožila gen za luciferazo izključno 
ali vsaj delno preko vezave na hERα, saj jo je dodani antagonist popolnoma ali delno 
izpodrinil z receptorja. Na podlagi razlike med odzivoma preskušane spojine v testu, kjer 
OHT nismo dodali in v testu, kjer smo ga, smo določili učinek spojine, ki je bil posledica 
njenega delovanja izključno preko vezave na hERα. To razliko pa smo nato upoštevali pri 






2.3 REZULTATI TESTIRANJA ESTROGENE AKTIVNOSTI 
PRESKUŠANIH SPOJIN 
 
2.3.1 KONTROLNE SPOJINE, DOLOČENE PO PROTOKOLU OECD 
 
V prvem neodvisnem poskusu smo določali estrogeno aktivnost kontrolnih spojin, E2, 17α-
E2 in COR. Rezultati so prikazani v Preglednici XVII, pod katero sledi njihov komentar. 
Preglednica XVII: Rezultati testiranja kontrolnih spojin. 
 log(PC50) log(PC10) log(EC50) 
E2 -10,7 -11,7 -10,4 
17α-E2 -9,0 -10,6 -8,8 
COR - - - 
 
Z rezultati testiranja kontrolnih spojin smo dokazali ustrezanje zahtevam 1. kriterija 
sprejemljivosti (Preglednica XVII, v primerjavi s Preglednico XVI). Hkrati smo s pomočjo 
že predhodno omenjenega Excelovega dokumenta za izračunavanje ciljnih parametrov testa 
STTA, namenjenega določanju agonističnega delovanja preskušanih spojin, pridobili 
podatke o ustrezanju zahtevam 2. in 3. kriterija sprejemljivosti, in sicer: RTA PC=11,3×RTA 
VC ter 10% odziv na normalizirano vrednost PC (=1,5)>(1+2SD) VC (=1,2). 
Po potrjeni zadostitvi kriterijev sprejemljivosti smo lahko izrisali krivuljo merjenih odzivov 
kontrolnih spojin, v odvisnosti od log(c), s pomočjo katere smo nato določili njihove 
vrednosti EC50. V predhodni študiji so za E2 določili vrednost EC50 =0,032 nM (34), mi pa 
0,040 nM, kar je primerljivo (Preglednica XVII). Za 17α-E2 so v predhodni študiji določili 
vrednost EC50 =4,87 nM (34), naš rezultat pa je imel nižjo vrednost, in sicer 1,58 nM 
(Preglednica XVII). Kontrolna spojina COR je bila v našem testu neaktivna (Preglednica 
XVII), kar so dokazali tudi v omenjeni študiji (34). Krivulja merjenih odzivov kontrolnih 












































SLIKA 12: GRAFIČNA PREDSTAVITEV NORMALIZIRANIH POVPREČNIH RELATIVNIH 
TRANSKRIPCIJSKIH AKTIVNOSTI TESTIRANIH KONTROLNIH SPOJIN, E2, 17-ALFA-E2 IN COR, V 
ODVISNOSTI OD LOGARITMA KONCENTRACIJE. 
 
Z grafa je razvidno, da sta E2 in 17α-E2 izzvala približno enak odziv, čeprav bi pričakovali, 
da bo odziv E2 višji, saj predstavlja najmočnejšega agonista izmed vseh kontrolnih spojin 
(Slika 12). V primeru 17α-E2 je pri nekaterih uporabljenih koncentracijah prišlo do vidnega 
odstopanja točk, kar je onemogočilo nedvoumen izris krivulje (Slika 12). COR ni dal odziva, 
kar smo z ustreznimi kvantitativnimi parametri dokazali že v Preglednici XVII (Slika 12). 
2.3.2 TESTIRANI IZOFLAVONOIDI 
 
V naslednjih neodvisnih poskusih smo določali estrogeno aktivnost testiranih spojin. Najprej 
smo določali izbrane izoflavonoide. V 1. seriji poskusov smo testirali GEN, FORM, BIO-A 
in R,S-EQ. Rezultati so prikazani v Preglednici XVIII, pod katero sledi njihov komentar. 











GEN 12,1 94,8 25 1. ponovitev  / 
2. ponovitev  705,2 
3. ponovitev  680,9 
693,0 
FORM 15,1 116 10 1. ponovitev  841,7 





3. ponovitev  735,1 
BIO-A 31,6 1060 25 1. ponovitev  525,7 
2. ponovitev  578,8  
3. ponovitev  571,5 
558,7 
R,S-EQ 10,9 66,8 25 1. ponovitev  450,5 
2. ponovitev  461,8 
3. ponovitev  / 
456,2 
 
Potrdili smo ustreznost rezultatov, glede na zahteve 2. in 3. kriterija sprejemljivosti, kot 
sledi: RTA PC=8,5×RTA VC ter 10% odziv na normalizirano vrednost PC (=1,8)>(1+2SD) 
VC (=1,3). 
Po potrjeni zadostitvi kriterijev sprejemljivosti smo lahko izrisali krivuljo merjenih odzivov 
1. serije izoflavonoidov, v odvisnosti od log(c), ki je prikazana na Sliki 13, pod katero sledi 
njen komentar. 









































SLIKA 13: GRAFIČNA PREDSTAVITEV NORMALIZIRANIH POVPREČNIH RELATIVNIH 
TRANSKRIPCIJSKIH AKTIVNOSTI TESTIRANIH IZOFLAVONOIDOV, GEN, FORM, BIO-A IN R,S-EQ, V 
ODVISNOSTI OD LOGARITMA KONCENTRACIJE. 
 
Pri vseh štirih testiranih izoflavonoidih iz 1. serije so bile njihove vrednosti RPCMAX v vsaj 
dveh ponovitvah >10% odziva na normalizirano vrednost PC (odziv normalizirane vrednosti 
PC =100%), kar pomeni, da so delovale pozitivno oz. agonistično (Preglednica XVIII). Zato 
smo lahko pri vseh določili vrednosti PC10 in PC50, saj so bile vrednosti njihovih RPCMAX še 




za luciferazo in s spojinami GEN, FORM in BIO-A hkrati izvedli še kompetitivni test. Prav 
zaradi razmeroma pogostega pojava super-indukcije pri flavonoidih, običajno zanje 
določamo le vrednosti PC10 in, če je to mogoče, tudi PC50, ne pa EC50, saj bi bila največkrat 
njena določitev nepravilna zaradi neustrezne oz. previsoke krivulje merjenega odziva, v 
odvisnosti od log(c) (9). Navadno pride do pojava takih nepravilnosti pri fitoestrogenih, in 
sicer pri koncentracijah, ki so >1 µM (34). Čeprav taki pojavi niso celično-specifični, pa so 
jih v različnih študijah opazili samo v primerih, ko so uporabljali reporterske celične linije, 
ki so vsebovale genski konstrukt za luciferazo in ne za kak drug encim (34). V našem 
poskusu je odziv vseh štirih testiranih izoflavonoidov iz 1. serije pri koncentracijah, >1 µM, 
presegel 100%, kar potrjuje zgornje ugotovitve (Slika 13). 1. meritve pri GEN in 3. meritve 
pri R,S-EQ nismo upoštevali, v obeh primerih zaradi izrazitega robnega efekta (Preglednica 
XVIII). 
 
V 2. seriji poskusov smo testirali izoflavonoide ONO, GLI, DAZ in CALY. Rezultati so 
prikazani v Preglednici IXX, pod katero sledi njihov komentar. 











ONO 1,11 0,591 25 1. ponovitev  / 
2. ponovitev  / 
3. ponovitev  709,2 
709,2 
GLI več točk* 8,49 25 1. ponovitev  79,8 
2. ponovitev  89,1 
3. ponovitev  109,4 
92,8 
DAZ 43,2 0,147 25 1. ponovitev  578,1 
2. ponovitev  548,7 
3. ponovitev  521,7 
549,5 
CALY 0,367 1,53 10 1. ponovitev  159,4 
2. ponovitev  106,2 
3. ponovitev  106,8 
124,1 




Potrdili smo ustreznost rezultatov, glede na zahteve 2. in 3. kriterija sprejemljivosti, kot 
sledi: RTA PC=6,1×RTA VC ter 10% odziv na normalizirano vrednost PC (=1,5)>(1+2SD) 
VC (=1,2). 
Po potrjeni zadostitvi kriterijev sprejemljivosti smo lahko izrisali krivuljo merjenih odzivov 
2. serije izoflavonoidov, v odvisnosti od log(c), ki je prikazana na Sliki 14, pod katero sledi 
njen komentar. 









































SLIKA 14: GRAFIČNA PREDSTAVITEV NORMALIZIRANIH POVPREČNIH RELATIVNIH 
TRANSKRIPCIJSKIH AKTIVNOSTI TESTIRANIH IZOFLAVONOIDOV, ONO, GLI, DAZ IN CALY, V 
ODVISNOSTI OD LOGARITMA KONCENTRACIJE. 
 
Testirane spojine GLI, DAZ in CALY so izkazovale vrednosti RPCMAX, ki so bile v vsaki 
ponovitvi >10% odziva na normalizirano vrednost PC, kar, glede na kriterije, pomeni, da so 
delovale pozitivno (Preglednica IXX). Zato smo uspeli določiti tako vrednosti PC10 (v 
primeru spojine GLI je to vrednost predstavljalo več točk), kot tudi PC50, saj so vse testirane 
spojine izkazovale visoke vrednosti RPCMAX, DAZ in CALY celo višji od tiste, določene pri 
E2 (Preglednica IXX). Pri testiranju spojine ONO prvih dveh meritev nismo upoštevali 
zaradi nanosa premajhnega volumna raztopine na mikrotitrsko ploščo, zato smo uporabili le 
3. meritev. Ker je bila vrednost RPCMAX te meritve >10% odziva na normalizirano vrednost 
PC, smo upoštevali, da spojina ONO deluje pozitivno ter zanjo uspešno določili vrednosti 
PC10 in PC50. Tudi v tem primeru je bila njena vrednost RPCMAX višja od tiste, določene za 
E2 (Preglednica IXX). Vendar pa moramo pri vrednotenju tega rezultata biti previdni, saj bi 




smo v primerih spojin ONO in DAZ določili vrednosti PC50, ki sta bili nižji od njunih 
vrednosti PC10, kar se ne bi smelo zgoditi, razloga za to anomalijo pa nismo našli 
(Preglednica IXX). Pri aktivnostih spojin ONO, DAZ in CALY smo sumili na pojav super-
indukcije, zato smo z ONO in CALY hkrati izvedli kompetitivni test. Koncentracije spojin, 
pri katerih je odziv presegel 100%, so bile >1 µM (Slika 14). 
 
V 3. seriji poskusov smo testirali izoflavonoide PUE, PRU, CLA in S-EQ. Rezultati so 
prikazani v Preglednici XX, pod katero sledi njihov komentar. 











PUE / / 10 1. ponovitev  1,4 
2. ponovitev  1,4 
3. ponovitev  / 
1,4 
PRU 116 408 10 1. ponovitev  / 
2. ponovitev  676,8 
3. ponovitev  678,2 
677,5 
CLA 11300 / 25 1. ponovitev  / 
2. ponovitev  21,6 
3. ponovitev  20,3 
20,9 
S-EQ 11,4 44,8 10 1. ponovitev  243,8 
2. ponovitev  203,3 
3. ponovitev  223,4 
223,5 
 
Tudi v tej seriji testiranih izoflavonoidov smo potrdili ustreznost rezultatov, glede na zahteve 
2. in 3. kriterija sprejemljivosti: RTA PC=6,8×RTA VC ter 10% odziv na normalizirano 
vrednost PC (=1,6)>(1+2SD) VC (=1,3). 
Po potrjeni zadostitvi kriterijev sprejemljivosti smo lahko izrisali krivuljo merjenih odzivov 














































SLIKA 15: GRAFIČNA PREDSTAVITEV NORMALIZIRANIH POVPREČNIH RELATIVNIH 
TRANSKRIPCIJSKIH AKTIVNOSTI TESTIRANIH IZOFLAVONOIDOV, PUE, PRU, CLA IN S-EQ, V 
ODVISNOSTI OD LOGARITMA KONCENTRACIJE. 
 
Pri spojini PUE je bil njen RPCMAX v prvih dveh ponovitvah <10% odziva na normalizirano 
vrednost PC, kar pomeni, da je, glede na kriterije, delovala negativno (Preglednica XX). 
Zato zanjo nismo mogli določiti vrednosti PC10 in PC50 (Preglednica XX). 3. meritve v tem 
primeru nismo upoštevali zaradi napake pri nanosu raztopine na mikrotitrsko ploščo 
(Preglednica XX). Vrednosti RPCMAX testiranih spojin PRU, CLA in S-EQ so bile v vsaj 
dveh ponovitvah >10% odziva na normalizirano vrednost PC (Preglednica XX). To pomeni, 
da so delovale pozitivno in smo lahko zanje določili vrednosti PC10, vrednosti PC50 pa le za 
spojini PRU in S-EQ, ki sta izkazovali visoki vrednosti RPCMAX. Ti sta bili namreč še višji 
od tiste, določene za E2 (Preglednica XX). Zato smo pri  teh spojinah sumili na pojav super-
indukcije in z njima hkrati izvedli tudi kompetitivni test. Njuna odziva sta presegla 100% pri 
koncentracijah, ki so bile >1 µM (Slika 15). V primeru spojine PRU 1. meritve nismo 
upoštevali zaradi napake pri nanosu raztopine na mikrotitrsko ploščo, pri CLA pa 1. meritve 
nismo upoštevali zato, ker je preveč odstopala od ostalih dveh (bila je skoraj 2x višja; 
Preglednica XX). 
2.3.3 TESTIRANI BISFENOLI 
 
Nazadnje smo pa določali estrogeno aktivnost izbranih bisfenolov, BPA, BPS, BPF in 


















BPA 120 617 10 1. ponovitev  113,0 
2. ponovitev  118,0 
3. ponovitev  131,4 
120,8 0,979 
BPS 866 5760 25 1. ponovitev  83,3 
2. ponovitev  90,4 
3. ponovitev  116,7 
96,8 9,09 
BPF 177 1850 25 1. ponovitev  125,0 
2. ponovitev  163,2 
3. ponovitev  155,0 
147,7 3,84 
BPAF 28,9 185 10 1. ponovitev  123,2 
2. ponovitev  128,4 
3. ponovitev  / 
125,8 ~0,120 
 
Rezultati potrjujejo, da smo zadostili zahtevam 2. in 3. kriterija sprejemljivosti: RTA 
PC=7,9×RTA VC in 10% odziv na normalizirano vrednost PC (=1,30)>(1+2SD) VC 
(=1,27). 
Po potrjeni zadostitvi kriterijev sprejemljivosti smo lahko izrisali krivuljo merjenih odzivov 














































SLIKA 16: GRAFIČNA PREDSTAVITEV NORMALIZIRANIH POVPREČNIH RELATIVNIH 
TRANSKRIPCIJSKIH AKTIVNOSTI TESTIRANIH BISFENOLOV, BPA, BPS, BPF IN BPAF, V ODVISNOSTI 
OD LOGARITMA KONCENTRACIJE. 
 
Vrednosti RPCMAX, določene v vsaj dveh ponovitvah, so bile pri vseh štirih testiranih 
bisfenolih >10% odziva na normalizirano vrednost PC, s čimer smo potrdili njihovo 
agonistično delovanje (Preglednica XXI). Določili smo jim vrednosti PC10 in tudi PC50, saj 
so vsi izkazovali visoke vrednosti RPCMAX, ki pa so bile nižje kot v primeru testiranih 
izoflavonoidov (Preglednica XXI). Vrednosti RPCMAX spojin BPA, BPF in BPAF so bile 
>100%, kar bi pomenilo, da so močnejši agonisti od E2 (Preglednica XXI). Ker pa v nobeni 
od predhodnih študij tega niso dokazali in ker tudi v okviru naših poskusov njihovi odzivi, 
ki so presegli 100%, niso bili tako izraziti kot pri večini testiranih izoflavonoidov, sklepamo, 
da smo napačno oz. nenatančno določili njihovo estrogeno aktivnost. Odzivi spojin BPA, 
BPF in BPAF so presegli 100% pri koncentracijah, ki so bile >1 µM (Slika 16). V primeru 
BPAF nismo upoštevali 3. meritve, in sicer zaradi prevelikega odstopanja v primerjavi z 
ostalima dvema (Preglednica XXI). 
2.3.4 KOMPETITIVNI TESTI 
 
Pri testiranih spojinah, ki so v testih delovale pozitivno in pri katerih smo sumili na 
prekomerno oz. super-indukcijo gena za luciferazo, smo dodatno izvedli še kompetitivni test. 




smo izvedli kompetitivni test za spojini ONO in CALY. Rezultati so prikazani v Preglednici 
XXII. 
Preglednica XXII: Rezultati kompetitivnega testa 1. serije preskušanih izoflavonoidov. 
 RPCMAX  [%] Razlika RPCMAX [%] 
ONO 654,0 601,4 
ONO + 10 µM OHT 52,6  
CALY 82,0 11,1 
CALY + 10 µM OHT 70,9  
 
Z dobljenimi rezultati smo izpolnili zahteve 2. in 3. kriterija sprejemljivosti, kot sledi: RTA 
PC=6,2×RTA VC ter 10% odziv na normalizirano vrednost PC (=1,5)>(1+2SD) VC (=1,4). 
Po potrjeni zadostitvi kriterijev sprejemljivosti smo lahko izrisali krivuljo merjenih odzivov 
1. serije izoflavonoidov, v odvisnosti od log(c), ki je prikazana na Sliki 17. Pod njo sledita 
njen komentar in komentar Preglednice XXII. 











ONO + 10 µM OHT
razlika ONO
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SLIKA 17: GRAFIČNA PREDSTAVITEV NORMALIZIRANIH POVPREČNIH RELATIVNIH 
TRANSKRIPCIJSKIH AKTIVNOSTI TESTIRANIH IZOFLAVONOIDOV, ONO IN CALY, V ODVISNOSTI OD 
LOGARITMA KONCENTRACIJE – KOMPETITIVNI TEST. 
 
Iz vrednosti povprečnih maksimalnih odzivov (RPCMAX) je razvidno, da je dodatek 
antagonista hERα, OHT, vplival na agonistični učinek izoflavonoidov ONO in CALY, saj 
sta se njuna maksimalna odziva v tem primeru znižala, glede na vrednosti pri uporabi samih 




izražanje gena za luciferazo tudi preko nekega drugega mehanizma in ne izključno z vezavo 
na hERα. 
Antagonistični učinek OHT se kaže v odzivu celic na njegovo kombinacijo s preskušano 
spojino, ki je bodisi enak ali pa višji od odziva na spojino samo, pri njeni vrednosti PC10 (9). 
Izračunali smo razlike med vrednostmi RPCMAX v primerih, kjer OHT nismo dodali in tam, 
kjer smo ga. Pri spojini ONO je bila ta razlika 601,4%, kar odraža odziv reporterskih celic 
nanjo, izključno zaradi njene vezave na hERα (Preglednica XXII). Očitno je torej, da je bil 
večji del odziva posledica delovanja ONO na hERα (Preglednica XXII). Še vedno pa so bili 
odzivi pri koncentracijah, >1 μM, višji od 100%, kar je kazalo na še vedno prisotne 
nespecifične interakcije spojine z reporterskim sistemom (Slika 17). Mehanizmov 
omenjenih interakcij še ne poznamo, zato bodo potrebne nadaljnje raziskave (34). 
Razlika v vrednostih RPCMAX, določenih s samo preskušano spojino in z njeno kombinacijo 
z OHT, je bila v primeru spojine CALY 11,1% (odziv reporterskih celic, ki ga je spojina 
povzročila izključno z vezavo na hERα) (Preglednica XXII). Razlika je bila majhna in na 
meji agonističnega učinka, kar pomeni, da je spojina CALY v kompetitivnem testu delovala 
kot šibek agonist. Ta rezultat je samo potrdil izsledke določanja njenega agonističnega 
delovanja, saj je spojina CALY tudi v tem testu delovala kot šibkejši agonist, v primerjavi z 
drugimi preskušanimi izoflavonoidi (Preglednica IXX). 
 
V 2. seriji poskusov smo izvedli kompetitivni test za spojini FORM in BIO-A. Rezultati so 
prikazani v Preglednici XXIII. 
Preglednica XXIII: Rezultati kompetitivnega testa 2. serije preskušanih izoflavonoidov. 
 RPCMAX [%] Razlika RPCMAX [%] 
FORM 515,9 392,7 
FORM + 10 µM OHT 123,2  
BIO-A 568,2 493,4 
BIO-A + 10 µM OHT 74,8  
 
Rezultati potrjujejo, da smo zadostili zahtevam 2. in 3. kriterija sprejemljivosti: RTA 




Po potrjeni zadostitvi kriterijev sprejemljivosti smo lahko izrisali krivuljo merjenih odzivov 
2. serije izoflavonoidov, v odvisnosti od log(c), ki je prikazana na Sliki 18. Pod njo sledita 
njen komentar in komentar Preglednice XXIII. 


































FORM + 10 µM OHT
razlika FORM
BIO-A
BIO-A + 10 µM OHT
razlika BIO-A
 
SLIKA 18: GRAFIČNA PREDSTAVITEV NORMALIZIRANIH POVPREČNIH RELATIVNIH 
TRANSKRIPCIJSKIH AKTIVNOSTI TESTIRANIH IZOFLAVONOIDOV, FORM IN BIO-A, V ODVISNOSTI 
OD LOGARITMA KONCENTRACIJE – KOMPETITIVNI TEST. 
 
Izračunani vrednosti RPCMAX za testirani spojini FORM in BIO-A dokazujeta, da je dodatek 
antagonista OHT vplival na njun agonistični učinek, ki se je v obeh primerih znižal, v 
primerjavi z uporabo samih spojin (Preglednica XXIII). Pri tem pa je očitno, da sta oba 
testirana izoflavonoida sprožila gen za luciferazo tudi preko nekega drugega mehanizma in 
ne le z vezavo na hERα. 
Povprečna razlika vrednosti RPCMAX, določenih z uporabo same spojine FORM in v njeni 
kombinaciji z OHT, je znašala 392,7% (Preglednica XXIII). Ta vrednost predstavlja 
agonistični odziv, ki ga je spojina izzvala z vezavo na hERα. Večji del agonističnega odziva 
je bil torej posledica vezave spojine FORM na hERα, še vedno pa je bil odziv, ki ga je 
izzvala, >100% (Preglednica XXIII). 
V primeru spojine BIO-A je povprečna razlika vrednosti RPCMAX, določenih z uporabo čiste 
spojine in njene kombinacije z OHT, znašala 493,4% (odziv, ki ga je spojina povzročila z 
vezavo na hERα) (Preglednica XXIII). Čeprav je bil večji del odziva posledica delovanja 
spojine BIO-A na hERα, pa je bil ta še vedno >100% (Preglednica XXIII). 
V 3. seriji poskusov smo izvedli kompetitivni test za spojini GEN in S-EQ. Rezultati so 




Preglednica XXIV: Rezultati kompetitivnega testa 3. serije preskušanih izoflavonoidov. 
 
Glede na dobljene rezultate, smo izpolnili 2. in 3. kriterij sprejemljivosti, kot sledi: RTA 
PC=6,5×RTA VC ter 10% odziv na normalizirano vrednost PC (=1,6)>(1+2SD) VC (=1,3). 
Po potrjeni zadostitvi kriterijev sprejemljivosti smo lahko izrisali krivuljo merjenih odzivov 
3. serije izoflavonoidov, v odvisnosti od log(c), ki je prikazana na Sliki 19. Pod njo sledita 
njen komentar in komentar Preglednice XXIV. 


































GEN + 10 µM OHT
razlika GEN
S-EQ
S-EQ + 10 µM OHT
razlika S-EQ
 
SLIKA 19: GRAFIČNA PREDSTAVITEV NORMALIZIRANIH POVPREČNIH RELATIVNIH 
TRANSKRIPCIJSKIH AKTIVNOSTI TESTIRANIH IZOFLAVONOIDOV, GEN IN S-EQ, V ODVISNOSTI OD 
LOGARITMA KONCENTRACIJE – KOMPETITIVNI TEST. 
 
Dodatek antagonista OHT je tudi v tem primeru vplival na agonistični učinek preskušanih 
spojin GEN in S-EQ, saj sta se vrednosti njunih RPCMAX znižali, v primerjavi z vrednostma 
čistih spojin (Preglednica XXIV). Tako smo dokazali, da sta obe preskušani spojini sprožili 
gen za luciferazo tudi preko nekega drugega mehanizma in ne le z vezavo na hERα.  
 RPCMAX [%] Razlika RPCMAX [%] 
GEN 553,7 509,7 
GEN + 10 µM OHT 44,0  
S-EQ 214,2 193,6 




Vrednost razlike RPCMAX, določene z uporabo same spojine GEN in njene mešanice z OHT, 
je bila 509,7% (odziv, ki ga je spojina povzročila z vezavo na hERα) (Preglednica XXIV). 
Večji del tega odziva je bil posledica delovanja spojine na hERα, kljub temu pa je bil odziv, 
gledano v celoti, >100% (Preglednica XXIV). 
Razlika med vrednostma RPCMAX, ki sta bili določeni z uporabo same spojine S-EQ in njene 
kombinacije z OHT, je bila 193,6% (Preglednica XXIV). Gre za odziv, ki ga je spojina S-
EQ povzročila z vezavo na hERα. Tudi v tem primeru je bila skoraj večina odziva posledica 







ESTROGENI UČINKI TESTIRANIH IZOFLAVONOIDOV 
 
Pomemben parameter za ugotavljanje verjetnosti vezave posamezne spojine na receptor je 
njena prosta vezavna energija (34). Znano je, da imata DAZ in GEN nizko prosto vezavno 
energijo (<-9,3 kcal/mol) in zato največjo verjetnost za vezavo na hERα (34). To ugotovitev 
so podprli tudi z njuno kemijsko strukturo, saj sta obe spojini ne-metilirana aglikona (Slika 
3). To pa je struktura, ki se najlažje veže na receptor in povzroči najmočnejši odziv. Poleg 
tega imata spojini v svoji strukturi dve (DAZ) oz. tri (GEN) hidroksilne skupine (Slika 3), 
ki signifikantno povečajo verjetnost vezave na hERα (34). GEN je v našem poskusu 
dejansko povzročil odziv, ki je bil med najvišjimi (okoli 700%; Preglednica XVIII), odziv 
na DAZ pa je bil približno 550%, in je med odzivi vseh preskušanih izoflavonoidov v tem 
smislu sodil v vmesno kategorijo (Preglednica XIX). 
BIO-A in PUE sta prekurzorja DAZ, pri čemer je prvi njegov metiliran prekurzor, drugi pa 
njegov C-glikozid (34; Slika 3). V splošnem bi morali metilirani in glikozilirani 
izoflavonoidi povzročiti manjše odzive, v primerjavi z njihovimi ne-metiliranimi aglikoni 
(34). BIO-A je v našem poskusu dejansko izzval nižji odziv od ne-metiliranega aglikona, 
GEN, vendar pa je bil ta približno enak tistemu, ki smo ga določili pri testiranju DAZ, kar 
pa ni tako presenetljivo, saj je slednji njegov metabolit (Preglednici XVIII in XIX). PUE v 
predhodnih študijah ni povzročil odziva (34), enako pa smo dokazali tudi mi (Preglednica 
XX). 
S-EQ je metabolit DAZ, ki nastane v tankem črevesju s pomočjo naravne mikrobiote (34; 
Slika 3). Vrednost njegove proste vezavne energije je -8,8 kcal/mol, kar napoveduje zmerno 
oz. vmesno verjetnost za njegovo vezavo na hERα (34). V našem eksperimentalnem modelu 
je povzročil 2x nižji odziv kot DAZ, in sicer približno 225% (Preglednici XIX in XX). Na 
osnovi tega sklepamo, da ima prisotnost ali odsotnost karbonilne skupine (DAZ jo ima, S-
EQ pa ne), pomembno vlogo pri njuni vezavi na hERα. R,S-EQ, ki smo ga tudi testirali, je 
sintezni racemat (34; Slika 3), ki je izzval večji odziv od S-EQ, a je bil ta še vedno manjši 





FORM je metiliran prekurzor GEN (34; Slika 3). V naših poskusih sta obe spojini povzročili 
primerljive odzive, čeprav bi pričakovali, da bo odziv reporterskih celic na FORM manjši, 
ker je v metilirani obliki (Preglednica XVIII). 
Ostali preskušani izoflavonoidi imajo prosto vezavno energijo >-8,2 kcal/mol in zato majhno 
verjetnost vezave na hERα (34). Metilirani spojini CLA in PRU ter glikozilirani GLI v 
predhodnih študijah niso povzročili estrogenega odziva (34). Te ugotovitve so skladne z 
izsledki naših poskusov, z izjemo odzivnosti na PRU, kateremu smo določili eno izmed 
najvišjih vrednosti RPCMAX, in sicer okrog 700% (Preglednica XX). Odziv na GLI je bil med 
nižjimi, v primerjavi z ostalimi testiranimi izoflavonoidi, saj je njegova vrednost bila okrog 
90% (Preglednica IXX). Nizek odziv, ki je bil malo nad mejo agonističnega učinka (vrednost 
20%), je povzročil CLA (Preglednica XX). ONO je sicer deloval pozitivno, kar je v skladu 
z objavljenimi rezultati, vendar pa njegov estrogeni učinek za človeka ni bistven zaradi 
majhne biološke razpoložljivosti (34; Preglednica IXX). 
ESTROGENI UČINKI TESTIRANIH BISFENOLOV 
 
Vezava BPA na hERα je izjemno šibka (35). V okviru študije, kjer so prav tako uporabili 
človeško reportersko celično linijo HeLa-9903 z vstavljenim genskim konstruktom za encim 
luciferazo, so mu določili vrednosti EC50 =317 nM ter RPCMAX ~64% (35). Z našimi poskusi 
smo mu določili vrednost EC50 =979 nM (Preglednica XXI). BPA pa se selektivno in močno 
veže na podoben estrogeni receptor (ERRγ), ki predstavlja tarčo njegovega delovanja in je 
izražen predvsem v možganih ploda, posteljici in prostati (35). 
BPAF je heksafluoro derivat BPA (35). Spojini se razlikujeta v tem, da ima BPAF namesto 
dveh metilnih (-CH3) prisotni dve trifluorometilni skupini (-CF3). Vezava BPAF na hERα je 
20x močnejša v primerjavi z BPA, tako da se BPAF selektivno veže na ta receptor, kjer 
deluje popolnoma agonistično. V predhodni študiji so dokazali, da ima približno enako 
vrednost RPCMAX kot E2, torej okrog 100%, vrednosti EC50 pa sta bili različni (35). EC50 za 
BPAF je bila 58,7 nM, za E2 pa 0,075 nM. To pomeni, da je E2 svoj polovični maksimalni 
odziv dosegel že pri koncentraciji 0,075 nM, BPAF pa pri 783x višji koncentraciji, to je pri 
58,7 nM. To pa pomeni, da je E2 783x močnejši agonist kot BPAF in 4227x močnejši kot 
BPA (35). Z našimi poskusi smo za BPAF določili 2x višjo vrednost EC50, v primerjavi z 
vrednostjo iz študije, in sicer 120 nM (Preglednica XXI). Skupina -CF3 je veliko bolj 




približno enaka, zato različna odziva, ki sta ju izzvala BPA in BPAF, nista posledica sterične 
oviranosti s strani katere od navedenih skupin, pač pa le razlik v njuni elektronegativnosti. 
V aktivnem mestu hERα se nahajata 2 levcinska ostanka, s katerima se skupini -CF3 očitno 
privlačita, zato se BPAF lahko močno veže v aktivno mesto receptorja in ga aktivira (35). 
V nobeni od predhodno izvedenih in objavljenih študij nismo zasledili podatkov o vrednostih 
EC50 za BPS in BPF. Nam ju je uspelo določiti, in sicer je bila vrednost EC50 za BPS 9,09 
μM, za BPF pa 3,84 μM (Preglednica XXI). Vrednost RPCMAX je bila v primeru testiranja 
BPS =96,8%, kar je bil sicer najnižji odziv med vsemi preskušanimi bisfenoli, a je bil še 
vedno blizu 100% (odziv na PC) (Preglednica XXI). Pri uporabi BPF smo dosegli največjo 
vrednost RPCMAX med vsemi preskušanimi bisfenoli, in sicer 147,7% (Preglednica XXI). 
Ker v nobeni objavljeni študiji do sedaj niso bili navedeni rezultati za agonistično delovanje 
bisfenolov v obliki vrednosti PC10 in PC50, pač pa le kot EC50, smo naše izsledke lahko 






V okviru magistrske naloge smo dokazali, da je test s poročevalskim genom, vgrajenim v 
človeško celično linijo HeLa-9903, zanesljiva metoda za vrednotenje agonističnega 
estrogenega delovanja izbranih izoflavonoidov in bisfenolov, kljub temu pa ostaja njegova 
največja pomanjkljivost nizka specifičnost (9). To smo uspeli prikazati z lažno aktivnostjo 
izoflavonoidov, ki dokazano ne delujejo samo preko hERα, zato smo morali njihove 
rezultate interpretirati s posebno pozornostjo. 
Rezultati pozitivno delujočih preskušanih spojin so pokazali, da je bilo njihovo estrogeno 
delovanje koncentracijsko odvisno. Vrednosti PC10 in PC50 so bile v nM oz. nizkem µM 
območju, tako v primeru testiranih izoflavonoidov kot bisfenolov. 
Odzivi na večino preskušanih izoflavonoidov so bili pri koncentracijah, >1 μM, višji od 
vrednosti RPCMAX za E2 (PC), zato smo pri večini sklepali na super-indukcijo gena za 
luciferazo. Posledica tega pojava je izris previsoke krivulje odziva, v odvisnosti od log(c), 
zato v teh primerih preskušanim izoflavonoidom nismo mogli določiti vrednosti EC50. 
Antagonist OHT je v kompetitivnih testih v vseh primerih sicer zmanjšal odzive na čiste 
spojine, vendar pa so bile pri koncentracijah, >1 μM, še vedno prisotne njihove nespecifične 
interakcije z detekcijskim sistemom in se zato odzivi nanje v nobenem primeru niso znižali 
pod 100%. Če primerjamo rezultate, ki smo jih določili pri posameznih izoflavonoidih, lahko 
zaključimo, da so se GEN, FORM, ONO in PRU izkazali kot najmočnejši oz. 
najučinkovitejši agonisti, saj so bile vrednosti z njimi izzvanih maksimalnih odzivov 
RPCMAX okrog 700%. Šibkeje sta agonistično delovala BIO-A in DAZ, s približno 550% 
odzivoma, sledila pa sta R,S-EQ (okrog 450% odziv) in S-EQ (približno 225% odziv). Še 
manj učinkovita sta bila CALY (približno 125% odziv) in GLI (okrog 90% odziv). Blizu 
meje agonističnega učinka je bil CLA z 20% odzivom, s čimer je bil najšibkejši agonist med 
vsemi preskušanimi izoflavonoidi. PUE pa z izkazanim, le 1,4% maksimalnim odzivom, ni 
deloval agonistično. V % navedeni odzivi ne predstavljajo absolutnih vrednosti, pridobljenih 
s kompetitivnimi testi, saj teh nismo izvedli za vse preskušane izoflavonoide in jih zato ne 
moremo zanesljivo primerjati. 
Tudi vsi preskušani bisfenoli so se izkazali za močne agoniste. Najmočneje je med njimi 




podobna odziva (okrog 120%), ter BPS, ki je izzval odziv blizu 100%. Trije od štirih 
testiranih bisfenolov so torej povzročili maksimalne odzive, ki so bili višji od tistega, 
izzvanega s PC, E2. Ker pa v nobeni do sedaj objavljeni študiji niso dokazali, da bi bili 
bisfenoli močnejši agonisti od E2, hkrati pa njihovi odzivi v naših poskusih niso bistveno 
presegli 100%, tako kot je to običajno za večino preskušanih izoflavonoidov, lahko 
sklepamo, da smo napačno oz. nenatančno določili njihovo aktivnost. 
Z določanjem agonističnega delovanja izoflavonoidov smo imeli največ dela, saj smo z 
nekaterimi od njih hkrati izvedli tudi kompetitivni test. Z grafičnimi predstavitvami 
rezultatov v večini primerov nismo imeli težav, z izjemo določenih spojin pri posameznih 
koncentracijah, ki so bile citotoksične ali pa so bile vzrok za prevelika odstopanja, zato jih 
nismo prikazali na grafih. Tak primer je bil BPAF, pri katerem smo za izris krivulje uporabili 
rezultate le štirih preskušanih koncentracij, saj je bila najvišja citotoksična, pri sosednjih 
višjih dveh pa se je odziv reporterskih celic preveč zmanjšal, glede na maksimum. V 
nekaterih testih so pri določenih preskušanih koncentracijah spojin ponovitve meritev precej 
variirale. Ena od možnih razlag za to bi lahko bila, da smo za testiranje uporabljali žive 
celice, ki so presnovno aktivne in se nenehno prilagajajo zunanjim dejavnikom, torej v 
našem primeru tudi dodatkom različnih koncentracij testiranih spojin. Poleg tega pa 
nekaterih ponovitev nismo smeli upoštevati zaradi izrazitega robnega efekta ali drugih 
napak, ki smo jih naredili (npr. nanos neustreznega volumna raztopin posameznih spojin na 
mikrotitrsko ploščo). 
V prihodnje poskuse bi tako morali vključiti več različnih podskupin flavonoidov, saj so tudi 
te sestavine človeške prehrane, zato bi bilo koristno preveriti, ali lahko povzročajo motnje 
endokrinega sistema. Zaradi super-indukcije luciferaznega reporterskega sistema, ki jo je 
izzvala večina preskušanih izoflavonoidov, bodo potrebne nadaljnje raziskave glede 
določitve njihove specifične estrogene aktivnosti. V ta namen pa bo potrebno razviti nove 
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